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Ja s’ha acabat la tesi, ja esta escrita i a punt d’imprimir-se, i aixo és sinonim
d’escriure els agraiments. Sembla mentida el que costa comencgar aquest apartat: sera la
sindrome del full en blanc o sera la dificultat de posar ordre als sentiments. Siga el que siga és
la cinquena vegada que comence aquest apartat i encara no acabe d’estar del tot segura de ser
un bon comencament. Realment és complicat poder tornar, d’'una manera o altra, tot el
suport que la gent que m’ha donat durant aquestos quatre anys de treball. Es molt
enriquidor formar-se cientificament perd molt més important és conéixer a nous coneguts, a
nous companys i a nous amics i saber que sempre pots comptar amb ells.

En primer lloc voldria agrair al Pep 'oportunitat que em va donar per poder realitzar la tesi
doctoral a aquest laboratori. Gracies per haver-me ajudat a solucionar els problemes que
durant la tesi han anat apareixent. Durant tots aquestos anys, sovint, hem vist el got des de
diferents perspectives; pero, sense dubte, m’ha ajudat a formar-me com a persona i com a
cientifica. De manera molt especial, m’agradaria agrair al Jordi tot el suport que m’ha ofert.
Encara recorde la primera entrevista (alla pel maig del 2006)... i no ha plogut ni res des
d’aleshores. Sempre que I’he necessitat m’ha aconsellat dient-me les coses clares i en catala.
Semblava mentida pero, al remat, la tesi ha aconseguit arribar al final i passar totes les
comissions! Tot i que amb I’Esther i la Silvia no he tingut I'oportunitat de treballar
directament, els he d’agrair els seus comentaris i suggeriments que m’han fet al llarg d’aquest
temps, sobretot als seminaris. Mai no he parlat d’4kt o CDK)5 perd sempre heu participat en

els debats dels resultats cosa que m’ha ajudat a millorar la feina de la tesi.

Al llarg de la tesi, si d’una cosa et fas especialista, és d’omplir papers i més papers. Per
sort, al departament sempre he contat amb unes “secres” que m’han ajudat en el que fes falta:
Nuria i Carme. Gracies per donar-me una ma (hi havia dies que necessitava tot el brag) al
principi de tot, quan em van concedir una beca misteriosa que ningu de la UB la controlava:
la famosa beca FIS. I també al final de tot, quan a la tesi li havien tirat un mal d’ull i no
passava les comissions ni a la de tres! Sense la vostra ajuda i el vostre bon humor, tots
aquestos entrebancs hagueren sigut molt dificils de superar. I a tu Eva, sempre has tingut un

moment per ajudar en qualsevol dubte, merci!.

Per sort, la tesi doctoral no sols és burocracia. Sén moltes i moltes hores de treball al
laboratori, d’aprenentatge i de compartir molts moments amb els companys. En arribar a un
lloc nou, s’agraeix molt que la gent t’ajude a adaptar-te al nou habitat. Per aixo, agrair als ja
Doctors JR, Juanma, Jesus, Inés, Cecilia, Yovan, Emma, Frank i Susana’s tota ’ajuda que

em van donar. A tots ells molta sort en els diversos camins que heu seguit. A les qui vau



deixar la ciéncia per una vida millor, Bego i Maria, tot un plaer haver compartit els anys de
tesi amb vosaltres. una persona que no és Doctor, encara, i que hem compartit molt de temps
en xerrades per arreglar el mén. Sergi, espere que per la UAB tot vaja de meravella i a vore si

el proper concurs de castells m’aconsegueixes una entradeta... jajajaja.

Moltes gracies a tots aquells que m’heu ensenyat que existeixen altres visions de la
recerca fora del nostre laboratori. Gustavo, molta sort amb el teu laboratori. Gracies Montse
Jaumot per haver-me ajudat a endinsar-me en el mén del cicle cel'lular i totes les proteines
que comencen per “p”. Gracies Oriol Bachs, per haver tingut sempre un moment per discutir
la relaci6 dels inhibidors de cicle amb ’apassionant familia Tkaros. I moltes gracies a Oscar

Marin, per deixar-me estar al teu labo, aprendre noves técniques i conéixer altres indrets.

Vaig comencar la tesi a la tercera planta de la ma de Soléne. Moltes gracies per haver
tingut la paciéncia d’ensenyar-me a disseccionar aquelles miniatures d’embrions de ratolins,
els cultius de neurosferes i haver aguantat que durant uns mesos fora la teva ombra. Merci
beaucoup!. Raquel, Noe, Miriam i Cris, han sigut les meves companyes de laboratori amb les
qui hem passat moltes hores al “mini lab” de la tercera! Molta sort en tots els nous projectes
que porteu entre mans. I, moltes gracies a tu, Ana Lépez. Per la feina que fas,pero sobretot,
per tots els esmorzar i converses que hem compartit. Amb l'optimisme i serenor que
transmets és molts més facil comencar els dies de treball, inclos aquells dies que tot esta

muntanya amunt! Moltes gracies!

Pero, exigéncies del guié han fet que moltes de les hores de treball les passara al
laboratori de la cinquena. Gracies a tots vosaltres les hores passades als microscopis i al
“sintonitzadors de cotis”, vull dir criostat, han sigut molt més facils de portar. Abans de res,
m’agradaria agrair a una persona que, sense ella, el laboratori no seria el mateix. Maite,
gracies per la paciéncia d’aguantar-nos a cadascun de nosaltres, de mantindre el labo en ordre
pero sobretot per ajudar-me en el meravellés mén de les revisions d’Olympus. Moltes gracies!
Bet, tot i que no estas a la cinquena, gracies per no haver-me tirat del despatxet estos ultims
dies de conversa de tesis sempre sentint les mateixes histories. A tu Olga, haver aprés a
utilitzar el criostat del CSIC ha sigut un plaer! Ja que seras la segiient, molta sort i aprofita
d’aquesta dltima temporada que et queda al labo que és la millor i passa volant!. Vero, molta
sort en el projecte de p75 i a vore si la maleida inmuno ix d’una vegada... Anims! A la xiqueta
de la familia, a la “PERCAL”... Carla desitjar-te molta sort en tot el que et queda per

endavant. Trobar a una persona que li agraden els meus “xists” no és facil. Aixo si, menja que



molt de temps les papallones a la panxa no poden estar; pot arribar a ser molt perjudicial!
Tot i que acabes d’aterrar i ja m’has pillat en I’época d’escriptura, gracies Juanma pels anims
que m’has donat durant la tdltima etapa de tesi. Enric, després de tants anys que ens
coneguem, qué et puc dir?. Si una cosa he aprés durant aquestos anys és que els qui no
fumem també morim. Molts anims i molta sort en la lectura de tesi. Gracies Ana pel suport
mostrat durant aquestos anys de tesi. Tot i haver-te vist unes quantes vegades, encara em
meravella la capacitat de fer 8, 10 o 12 westerns a ’hora. I molta sort amb I'experiéncia de
ser mare, ja m’aniras contant. Laia, molta sort en la recta final de la tesi i aprofita molt de
I'estada en els EE.UU. Jo ja marxe, pero pensa que el ministeri del “cotis” el deixe en molt
bones mans! I a tu Ingrid, tot i que ens situem en dos extrems oposats, moltes gracies pels
grans moments que ens vas donar, i encara de quan en quan ens dones. A banda del llegat de
les fotos del Barga i d’immortalitzar molts moments del labo, has d’estar contenta que s’esta

recuperant Maxima FM al laboratori!

I de la meva companya de taula, a I’experta de Power Points i la prostaglandina
woman, queé vols qué et diga? Per molt que em posara a escriure, no sabria com donar-te les
gracies per tots els moments que m’has aguantat. Tots els consells que m’has donat, els anims
que sempre tenies a punt, per la visi6 externa de tot pero sobretot per compartir tantes birres!
Sempre hi havia algd que feia la dltima amb mi! Moltissimes gracies Marta, ets un encant!
Per cert, cuida al Sr. Modem que un dia d’aquestos haurem d’anar a visitar-lo! I com no, no
em puc oblidar de I’altra part del tandem, la Mar. L’energia que transmets des que arribes de
bon mati al laboratori, la for¢a de superacié que mostres dia rere dia i 'empatia que tens, no
té preu. Sempre tens un moment per a la gent que t’envolta, i aixo és molt d’agrair en una
societat on I’esperit critic no sé per on esta... haurem d’anar a buscar-lo. Quan quedem? Quan
el trobem ja cantarem una canconeta per celebrar-ho. Moltes gracies, guapa, per tots els
moments compartits: les rialles i els plors, els cants i els balls... Espere poder continuar
compartint molts altres moments tot i la distancia. A totes dues, molta sort en la tesi (ja
voreu com passa volant!), encara que estic convencudissima que no la necessitareu; la

joventut pugeu molt preparats!

I qué és del Club del Tupper? Adria, ara que comences a entendre el valencia va i
me’n vaig. Gracies pels partits del Barca, per haver comptat amb mi per fer I’escapada de
tots els xics del labo, gracies pels moments de conversa a hores intempestives, gracies pel
recolzament que sempre he trobat per part teva, gracies per ser tan Pompeu i estimar-te tant

la llengua... gracies per mil coses més. Et queden dos dures feines que espere i supose que ho



faras de categoria: continuar informant del que passa pero sobretot de mantindre la rutina
dels cafes. La gent normal a vegades ens en sortim tot i que vulguem anar en un tren
transsiberia que fa xuxuxu. Molta sort en la tesi i et recorde que a Valéncia encara t’espera
una fallereta diabolica que havies de comprar... I Laura, gracies a tu m’he assabentat que a la
india hi ha castells, que a Mongolia es menja arros i que la cangé dels Manel del tren
transsiberia no és del tot veridica (quin fiasco!). Moltes gracies per haver-me recollit en els
pitjors moments de la tesi, pels consells en qualsevol camp perd també per totes les bones
estones que hem passat: cercavila del barri, falles a Valéncia i moltes altres festes. Molts cops
he semblat “I’abuelo Pitiu que igual plora que s’enriu” perd sempre has estat ahi ! I gracies per
compartir un projecte tan interessant com ha sigut el documental sobre Huntington. Per cert,
encara guarde aquell esquema que em vas fer per marg de I’any passat, et recordes? ... Moltes

gracies i molta sort en ’autofagia i en el futur!

Hi ha dues persones, vull dir dos Doctors, amb els qui he compartit cada dia dels
quatre anys llargs que ha durat la tesi. Dani, tot i que vas marxar cap a les Alemanyes, vaig
aprendre moltes coses amb tu. Sempre que he necessitat alguna cosa has tingut un moment
per ajudar-me, per explicar-me algun dubte cientific o contar I’anécdota més anécdota del
moén. Des que vas marxar, ara ja no sé que posa al Pronto, necessite un informe ja! I el Dr.
Albert, perd6 pero vaig a agarrar-me la llicéncia de tutejar-te! Al meu Sant Polenc preferit,
moltes gracies per estar sempre tan atent i donar-me tantes idees en tot el treball del
laboratori. S’aprén molt d’una persona, tan bona persona i tan culta com ets. Quan ja tingues
el teu laboratori muntat, recorda-te’'n d’'una companya que va fer la tesi amb tu...De ben
segur que tens molts més exits dels que ja has tingut! Gracies per ser com eres i per estar

sempre ahi.

Sense dubte hi ha tres persones a les que m’agradaria donar-los un reconeixement
molt especial. Totes tres m’han ajudat molt i, gracies a elles, he aconseguit arribar fins a aci i
he sigut capag¢ d’escriure aquestes linies d’agraiments. Durant tot el cami de la tesi he caigut
molts cops i ells sempre han estat ahi per ajudar a aixecar-me i tirar endavant. A tu Javi,
RR.PP. on hi haja, hem compartit integrament tota ’aventura. Des del comengament del
Master fins als dltims dies de paperassa de diposits de tesi. T'hauria d’agrair tantes coses...
pero no sé per on comengar. M’has vist molt fotuda i m’has ajudat moltissim; m’has vist
riallera, i m’has punxat per fer-me discutir (cosa que no m’agrada gens); m’has vist seriota i
sempre has tingut un moment per preguntar qué em passava... Qué més puc demanar?

Qualsevol cosa que et puga dir ja ho saps, aixi que molta sort en la tesi (que de ben segur



t'ixira brodada). Gracies a tu he aconseguit mirar-me la vida des d’un altre punt de vista.
Com deia el teu estimat Gila, “La vida toda es un chiste. Nacer, morir.....;Menuda broma!”.
Moltes gracies per tot el suport mostrat. A l’altra companya de batalletes, Paola, qué dir
deprés de tantes hores compartides formant el Pin i Pon del labo. Companya de
reivindicacions de Master, de comissions de seguiment, de cafés, de visites a I’Anna Alsina, de
sopars, de xerrades... Ufff, de quantes coses! Quants cops he caigut a les teves mans
demanant-te ajuda i sempre has estat ahi amb un somriure a la boca? Milers! La majoria de
persones sempre pots comptar amb elles per a moment bons, pero realment sé6n en moments
fotuts on et mostren quin tipus de persona és. Per aixo, he tingut molta sort en poder
comptar amb tu en tot moment. Moltissimes gracies per tot el suport i pensa que no és facil
desfer-se de mi com ja ho hauras estat notant des de que fa unes mesos vas llegir la tesi! I per
dltim, una bellissima persona que des del principi de tota la tesi he pogut comptar amb ell per
qualsevol cosa. Xavito, amb tu he pogut parlar de ciéncia, perd també dels temes
d’actualitat, de temes personals, de politica i de mil coses més. Quants cops hem arreglat el
moén i tot s’ha quedat igual? Sembla mentida que tenint visions de la vida tan diferents,
coincidim en tantes coses. Quants cops m’has ajudat a relativitzar els meus impulsos?
Quantes vegades m’has ajudat en els moment més baixos? Amb tu he apres a fer fum de les
tristors i sempre de mirar les coses des del punt més positiu. Moltes gracies per tota ’ajuda i
per tot el que he aprés amb tu. No canvies mai pero recorda’t de contestar els missatges o les

trucades!

I darrerament el laboratori s’ha fet gran. Andreas, Gerardo, Monica, Blanca,

Marta i Graciela, molta sort en la tesii a disfrutar!

A banda de tota la gent del laboratori que m’ha permeés que dia rere dia el
treball fora molt més facil, he d’agrair a les persones que més prop he tingut durant els quatre
anys llargs de treball. Primerament, agrair a la meva familia catalana que m’ha ajudat en tot
moment a no abandonar aquest cami i avancar fermament fins el final. Gracies Anna i Agusti
per tota I’estima rebuda i, sobretot, per compartir tants sopar i dinars i aguantar-me contant-
vos cosetes dels ratolins i de les proteines amb noms de mitologia grega. També agrair a les
meves companyes de pis tot el suport que sempre m’han donat. Carol i Neus, merci per totes
aquelles cerveses al bar, pels anims rebuts i per sempre estar a casa quan tornaves un dia de
feina contenta o un altre trista. Conviure amb vosaltres ha fet que el cami fora més planer. I
com no, a tots els amics que sempre han hagut d’esperar-me, d’aguantar les anulacions de

plans perque havia treballar i a pesar d’aixo encara compten amb mi. Eva, Silvia, Nuria,



Marta, Pol i Cris gracies per ser amics per a lo bo i per a lo roin. I a molta altra gent com
I’Anna, la Silvia i la restra de gent que m’han ajudat a no oblidar que en la vida hi ha moltes

més coses que la feina.

I per dltim, sense el suport de tota la meva familia agd no ho haguera pogut acabar.
En especial nomenar a Joan que, tot i que estaves en I’altra punta del mén, sempre has tingut
un moment per sentir-me i aconsellar-me. Sembla mentida que eres el xicotet, de vegades ho
oblide!. I als meus pares que, gracies a la linia telefonica, he aconseguit tindre’ls a prop
sempre que els he necessitat (que no han sigut poques vegades!). Sempre heu pensat i m’heu
encoratjat perqué tirara endavant aquesta travessia de la tesi. I ara, ja estic aci amb tot
acabat! Quants cops m’heu sentit dir que no ho acabaria? Moltes gracies per tot el suport i

I’esfor¢ que sempre heu fet perqueé poguera arribar als objectius que m’he fixat!

Moltes gracies a tots per haver-me acompanyat per aquesta travessia!
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ADN Acido desoxirribonucleico

ADNc ADN complementario

AP Anteroposterior

AR Acido retinoico

ARN Acido ribonucleico

ARNm ARN mensajero

BDNF Del inglés, Brain derived neurotrophic
bHLH Del inglés, Basic helix loop helix

BMP Del inglés, Bone morphogenetic factor
BO Bulbo olfatorio

BrdU Bromodeoxiuridina (anélogo de Timidina)
BSA Albumina de suero

CAG Citosina-Adenosina-Guanina

CDK Del inglés, Cyclin dependent kinases
CGR Células de glia radial

CPI Células progenitoras intermedias
CTNF Del inglés, Cilliary neurotrophic factor
DAPI 4 ,5-diamindino-2-fenilindole.

DARPP-32 Dopamina y cAMP regulada por fosforilacion 32 Kda
DTX Deltex

DIV Del inglés, Days in vitro

DV Dorsoventral

E__ Edad embrionaria ____

EGC Eminencia ganglionar caudal

Egf Del inglés, Epidermal growth factor
EGL Eminencia ganglionar lateral

EGM Eminencia ganglionar medial

FBS Del ingles, Fetal bovine serum

Fgf Del ingles, Fibroblastic growth factor
Fgfr Receptor Fgf

GABA Acido y-aminobutirico

GFAP Del ingles, Glial fibrillary acidic

GPe Globus palido externo

GPi Globus palido interno

ICD Del inglés, Intracellular domain of Notch
Ik Ikaros

k"™ Animal salvaje del tansgénico de Ikaros
Ik*" Animal heterozigoto del transgénico de |karos
k™" Animal deficientes de la proteina Ikaros

MD1 Medio de diferenciacion 1



MD2
MOI

MSN
NGF
Ngn

NSC
NST

NT-3 o NT-4/5

P__
PBS
PCR
PDGF
PFA
Ptch1
Raldh1y 3
RAR_
RT-PCR
S.E.M.
Shh
Smo
SN

SNC
TGF-B
Tuj-lll
ZM

ZSV

zVv

Wit

Medio de diferenciacion 2

Del inglés, Multiplicity of infection

Del inglés, Medium spiny neurons

Del ingles, Nerve growth factor
Neurogeninas

Del ingles, Neural stem cells

Nucleo subtalamico

Neurotrofina 3 o neurotrofina 4, 5

Edad postnatal __

Del inglés, Phosphate buffere saline
Del inglés, Polymerase chain reaction
Del inglés, Platelet derived growth factor
Paraformaldehido

Patched1

Del inglés, Retinaldehyde dehydrogenase type 1y 2
Del inglés, Retinoic acid receptor

Del inglés, Real time polymerase chain reaction
Del ingles, Standard error of mean
Sonic hedgehog

Smoothened

Sustancia Negra

Sistema nervioso central

Del ingles, Transforming growth factor I3
3-1lI-tubulina

Zona del manto

Zona subventricular

Zona ventricular

del inglés, wild type

MARCADORES UTILIZADOS

Nestina
Tuj-lll
NeuN
MAP-2
DARPP-32
Encefalina
Calbindina
GFAP

04

DAPI

Precursores neurales inmaduros

Precursores neuronales inmaduros

Neuronas maduras

Neuronas maduras

Neuronas de proyeccion estriatales DARPP-32 positivas
Neuronas de proyeccion estriatales encefalina positivas
Neuronas de proyeccion estriatales calbindina positivas
Precursores astrocitarios

Precursores oligodendrocitarios

Nucleos celulares
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INTRODUCCION

Desde los primeros trabajos de la descripcion neuronal por Ramén y Cajal a principios
del siglo XX, las neurociencias han avanzado a paso de gigante. Aunque la anatomia y
las conexiones entre las diferentes regiones se han descrito con alta precisién, los
mecanismos moleculares que controlan cada una de nuestras acciones y conexiones
neuronales faltan ser elucidadas. Ademas, el cerebro humano se caracteriza por
presentar una enorme complejidad celular y funcional. Asi pues, hemos avanzado
mucho durante el ultimo siglo pero aun quedan muchas incdgnitas por conocer.
Nuestro cerebro es tan complejo que so6lo un cerebro con capacidades superiores
podria entender completamente el funcionamiento del nuestro.

El desarrollo embrionario del sistema nervioso es uno de los procesos mas
desconocidos del campo de las neurociencias. Para entender el correcto
funcionamiento del sistema nervioso sera necesario entender qué procesos se llevan a
cabo durante la embriogénesis y cuales son los mecanismos que lo controlan. Sélo
conociendo qué ocurre durante la embriogénesis seremos capaces de entender el
funcionamiento y las alteraciones que sufre el cerebro en la vida adulta: procesos de
neurodegeneracion, malformaciones anatémicas... Toda esta informacién nos ayudara
a desarrollar terapias mas evolucionadas que restauren las células neurales que
presentan alteraciones funcionales en algunas enfermedades neurodegenrativas.
Utilizando la terapia celular con células madre como punto de partida, se pretende

conseguir el reemplazamiento de las células perdidas tras el periodo de degeneracion.

La presente tesis se centra en el estudio de la diferenciacién de las neuronas de
proyeccion estriatales durante el desarrollo embrionario en animales roedores. Un
mayor conocimiento de los mecanismos implicados en la diferenciacion embrionaria de
estas células facilitaria entender por qué hay células que presentan mayor
vulnerabilidad en algunas enfermedades. Ademas, mimetizando en el laboratorio los
patrones que ocurren durante el desarrollo se podran generar in vitro neuronas a partir
de células madre. Tras la obtencién de las neuronas deseadas se podrian utilizar con el
fin de regenerar las células degeneradas durante la evolucién de las enfermedades

neurodegenerativas tales como la corea de Huntington, el Parkinson o el Alzheimer.

1 - ESTRUCTURA DE LOS GANGLIOS BASALES

El telencéfalo es la region mas grande del cerebro humano. Consisten en la

corteza cerebral, la sustancia blanca subyacente, los ganglios basales, el nucleo
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amigdalino y la formacién del hipocampo. Los dos hemisferios estan conectados entre
si por el cuerpo calloso ofreciendo la conexion de las regiones simétricas en ambos
hemisferios. El telencéfalo se ocupa de funciones tanto perceptivas como motoras y
cognitivas, incluidas la memoria y la emocion. Cada una de las funciones estan
realizadas especificamente por las diferentes regiones que conforman el telencéfalo
(Kandel, 2000).

1.1 - LOS GANGLIOS BASALES: COMPOSICION Y RELACION

Los ganglios basales constan de cuatro nucleos subcorticales implicados en la
realizacién de funciones motoras, cognitivas, asociativas y mnemotécnicas. La parte
dorsal de los ganglios basales, que controla funciones motores y asociativas, esta
formado por el nucleo estriado (subdividido en caudado y putdmen en humanos y
primates), el globus palido (divido en una porcién interna y externa, GPi y GPe
respectivamente), la sustancia negra (SN; formada por una parte reticulada y una parte
compacta) y el nucleo subtaldamico (NST). La parte mas ventral, asociada a funciones
limbicas, la constituye el estriado ventral o nucleo accumbens, el palidum ventral y el
area tegmental ventral. Todos los nucleos estan altamente interconectados formando
una red compleja que integra la informaciéon proveniente de la corteza, tdlamo y del
tronco cerebral ( Bolam y col., 2000; Lévesque y col., 2003) (figura 1).

El nucleo estriado, y en menor manera el nucleo subtalamico, recibe las
proyecciones aferentes de la corteza cerebral. La informacion proveniente de las
diferentes capas de la corteza se integra en el estriado junto con la informacién
proveniente de otras areas del cerebro como el talamo, la parte reticulada de la SN y
los nucleos del tronco encefalico rafe y locus coeruleus. Desde el estriado, la
informacion procesada se envia al GPi y la parte reticulada de la SN. De aqui, la
informacion es enviada al talamo y posteriormente terminara el circuito devolviendo la
sefal a la corteza. La transmision de la informacion puede realizarse mediante la via
directa en la que conecta el estriado con los nucleos anteriormente citados. Por otra
parte, la transmisién de la informacién desde el estriado a la parte reticulada de la SN
puede hacer escala en otros nucleos como el GPe y el NST, constituyendo la via
indirecta. Dependiendo del tipo de informacién que se transmita, se procesara por una
via o por otra (Bolam y col., 2000; Yelnik, 2002).

La mayor parte de los ganglios basales estdn compuestos por neuronas que
utilizan el neurotransmisor inhibitorio acido y-aminobutirico (GABA) excepto el NST y el

talamo que lo forman neuronas excitatorias glutamatérgicas. Asi pues, tanto en la via
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directa como en la indirecta, la informacién que sale del nlcleo estriado sera
transmitida por proyecciones inhibitorias. La parte reticulada de la SN integrara las
sefales inhibitorias recibidas por la via directa y las activadoras procedentes de la via
indirecta. De esta manera se genera un mayor control de la transmision de la
informacion entre los ganglios basales (Smith y col., 1998; Graybiel, 2000; Yelnik,
2002; McHaffie y col., 2005).

A~ e Niicl
Globus palido ) Ucleo Tl =
P - subtalamico
GPe
GPi

Sustancia negra

Parte compacta ™ &

Parte reticulada—"

FIGURA 1: Composicion de los ganglios basales. (A): En este corte coronal del encéfalo se representan
los principales ganglios basales implicados en el control motor. Los cuadros verdes indican los ganglios
basales. Los nucleos marcados en color verde corresponden a los que forman parte de los ganglios

basales. Imagen modificada de Neuroscience 2nd edition (2001) http://www.ncbi.nlm.nih.gov/bookshelf. .

1.2 - ESTRUCTURA DEL ESTRIADO

El nucleo estriado es una masa de sustancia gris situada subcorticalmente en la
base del cerebro y la parte externa de cada uno de sus ventriculos laterales. En
humanos, este ganglio esta formado por el nucleo caudado y por el putamen separados
por fibras de sustancia blanca. En cambio, en los animales roedores no existe esta

acumulacion de fibras y unicamente existe una formacion estriatal formada por un unico
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nucleo. La descripcion de las neuronas que forman este ganglio, la funcionalidad y las

alteraciones en esta estructura seran explicadas detalladamente en esta seccion.

1.2.1 - Composicion neuronal

La poblacion neuronal estriatal se ha clasificado en dos grandes grupos segun
sus caracteristicas anatémicas, histolégicas y fisiolégicas (Kawaguchi y col., 1995)
(figura 2). La mayor parte de células estriatales, entre el 90 y 95%, constituyen las
neuronas de proyeccidbn o neuronas espinosas, del inglés medium spiny neurons
(MSNs), debido al alto contenido de espinas dendriticas en sus ramificaciones. Las
neuronas restantes, entre el 5-10%, constituyen las interneuronas caracterizadas por la
ausencia de una ramificacion tan elevada en sus proyecciones (Ribak y col., 1979;
Oertel y Mugnaini 1984; Kreitzer, 2009).

Como ya he comentado, las neuronas de proyeccidén estriatales utilizan el
neurotransmisor GABA, por tanto, son células inhibitorias. Ademas, todas ellas se
caracterizan por expresar la proteina DARPP-32 (dopamina y cAMP regulada por
fosforilacion de 32 KDa) (Ouimet y col., 1992; Gerfen, 1992). Reciben informacion
glutamatérgica proveniente de la corteza y del talamo y son la principal diana de las
neuronas dopaminérgicas de la parte compacta de la SN (Kemp y Powell, 1971).
Dependiendo de las conexiones axonales que realicen, las neuronas de proyeccion se

dividen en dos grupos con caracteristicas histolégicas diferentes:

- neuronas de proyeccion de la via directa o neuronas estriato-nigrales: los
axones proyectan a la SN pars compacta. Histoquimicamente se caracterizan por
presentar altos niveles de los receptores de dopamina D1, receptores muscarinicos M4,
el neurotransmisor dinorfina y sustancia P (Kreitzer, 2009; Ince y col., 1997; Gerfen,
1992)

- neuronas de la via indirecta o estriato-palidales: los axones proyectan a las
neuronas del GPe. A nivel quimico, estas neuronas presentan altos niveles de los
receptores de dopamina D2 y de adenosina A2A y de la endorfina encefalina (Kreitzer,
2009; Gerfen, 1992; Schiffmann y col., 1991).

Las interneuronas o neuronas no espinosas (del inglés aspiny interneurons),
pese a su escaso numero, tienen un papel fundamental en la regulacién de la actividad
del nucleo estriado ya que envian la informacion directamente a las MSNs formando
microcircuitos estriatales (Tepper y Bolam, 2004). Segun su composicién quimica las

interneuronas se clasifican en cuatro grupos: a) neuronas de gran tamafio celular que
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utiizan como neurotransmisor la acetlicolina; b) neuronas GABAérgicas que
coexpresan la proteina de unién al calcio parvalbumina; c) células nerviosas de tamafio
mediano que coexpresan GABA con calretinina; d) neuronas que utilizan el
neurotransmisor GABA junto con la hormona proteica somatostatina, el neuropéptido Y
y el enzima sintetizador de 6xido nitrico (Vincent y col., 1983; Chesselet y Graybiel,
1986; Smith y Parent, 1986; Cowan y col., 1990; Bennett y Bolam, 1993; Kreitzer,
2009).

NADPH
Stt
NPY
()
DARPP - 32 DARPP - 32
GABA GABA
ENK Sp
GPe GPi

FIGURA 2: Representacion esquematica de los diferentes tipos neuronales del estriado adulto. La
poblacion de neuronas de proyeccion, tanto de la via indirecta (verde) como de la directa (naranja), se
caracteriza por presentar espinas en sus dendritas. Existe también una pequefia proporcion de
interneuronas que se expresan diferentes neurotransmisores tales como neuropéptido Y (NPY),

parvalbumina (PV) o acetilcolina (Ach). Imagen adaptada de la tesis de la Dra. Sonia Marco.

1.2.2 - Compartimentalizacion estriatal

Las neuronas de proyeccion del cuerpo estriado se organizan formando dos
compartimentos separados: estriosomas (del inglés patches) y la matriz. Un 10-15% de
las MSNs se agrupan formando los estriosomas mientras el resto se distribuyen
alrededor de éstos formando la matriz. Los dos compartimentos difieren entre ellos por

su conectividad y por las caracteristicas bioquimicas (Gerfen, 1992).
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Los estriosomas presentan una alta densidad de receptores p-opiaceos, alta
concentracion de sustancia P pero una baja presencia de marcadores colinérgicos
siendo esta neuromodulacion practicamente ausente en estas agrupaciones (Graybiel y
Ragsdale, 1978; Herkenham y Pert 1981; Bolam y col., 1988). Las neuronas de los
estriosomas reciben conexiones de regiones de control limbico y de la corteza frontal
(Gerfen y col, 1985). Por su parte, la matriz del estriado presenta una alta
concentracion de encefalina, altos niveles de los enzimas acetilcolinesterasa y colina
acetiltransferasa, calbindina y somtostatina (Gerfen y col, 1985; Graybiel y col., 1986;
Donoghue y Herkenham 1986). Las neuronas de proyeccién de la matriz reciben
informacion de la corteza y del tdlamo para enviar la informacion hacia la parte
reticulada de la SN y el GP (Gerfen, 1984; Donoghue y Herkenham 1986). Ademas,
estas regiones reciben la mayoria de las conexiones sensorio-motoras aferentes y
estan altamente reguladas por dopamina y acetilcolina (Keitzer, 2009).

Esta organizacion de estriosomas-matriz es especialmente importante durante
el desarrollo embrionario de las neuronas de proyeccion. Durante este periodo, las
neuronas nacen y se diferencian en dos oleadas de neurogénesis separadas
temporalmente (van der Kooy y Fishell, 1987). Inicialmente las neuronas se encuentran
desorganizadas en el estriado en desarrollo y en al final de la etapa prenatal se
reorganizan conformando los estriosomas. La agregacion selectiva de los diferentes
tipos celulares podria estar ocasionada por diferencias en las propiedades adhesivas
entre las diferentes MSNs, jugando la familia de las cadherinas un papel importante, sin
embargo, aun no se conoce con exactitud (Krushel y col., 1989; Krushel y col., 1995;
Redies y col., 2002). Todo el proceso de diferenciacion y organizacién del estriado
adulto es, actualmente, el objetivo de estudio de muchos laboratorios para poder asi
entender mejor la neurogénesis y la relacion de este nucleo dentro de los ganglios

basales.

1.2.3 - Funciones del nucleo estriado

El estriado, como miembro de los ganglios basales, controla los movimientos
motores asi como el aprendizaje implicito o de procedimiento (Graybiel, 2000). Las
proyecciones corticales que llegan al estriado estan topograficamente ordenadas en
bucles formando macrocircuitos cortico-estriatales (Middleton y Strick, 2000). El bucle
motor, que controla el movimiento de las extremidades, esta formado por aferencias
neuronales del estriado provenientes de la corteza motora primaria, area suplementaria
motora de la corteza y corteza premotora. Como ya se comenté anteriormente, el

estriado envia la informacion hacia la parte reticulada de la SN por la via directa o



INTRODUCCION

indirecta. Cuando se activa el estriado por la via directa, las sefiales excitadoras de la
corteza permite una regulacion inhibitoria sobre el nucleo GPi con la consecuente
activacion de las neuronas del talamo y, posteriormente, la corteza motora. En cambio,
la activacion de la via indirecta aumenta transitoriamente la inhibicion del talamo v,
consecuentemente, la informacion que llega a la corteza es menor. En esta via, la
activacion de las neuronas inhibitorias del estriado por parte de la corteza permite una
activacion de la parte reticulada de la SN y una inhibicién del talamo (figura 3). Por lo
tanto, la via directa puede proporcionar una retroalimentacién positiva, y la via indirecta
una negativa en la transmision de la informacién a partir del estriado. Como resultado,
la activacién de la via directa facilita el movimiento, mientras que la activacion de la via
indirecta lo inhibe (Smith y col., 1998; Graybiel, 2000; Yelnik, 2002; McHaffie y col.,
2005).

Las dos vias de eferencia del cuerpo estriado se ven afectadas de forma
diferente por la proyeccién dopaminérgica que llega a este ganglio procedente de la
parte compacta de la SN. Las neuronas del estriado que envian prolongaciones por la
via directa tienen receptores de dopamina D1 que facilitan la transmision de la
informacion. En cambio, las neuronas que contactan con los nucleos implicados en la
via indirecta presentan receptores D2 que reducen la transmisién. El efecto final de los
terminales dopaminérgicos en el control de la transmision de la informacién en los
bucles cortico-estriatales es reducir la inhibicidn de las neuronas talamocorticales y, de
esta forma, facilitar los movimientos iniciados en la corteza. Sin la accion
dopaminérgica en el cuerpo estriado, la actividad de los nucleos de eferencia aumenta
(Kandel, 2000).

Estudios realizados en monos han demostrado que no sélo existe un unico
bucle que controla el movimiento. Existen unos “sub-bucles” que vienen especificados
segun la regién de la corteza donde se originan las aferencias. Dependiendo del origen
de las proyecciones, los terminales realizaran contactos en areas especificas de los
diferentes ganglios basales. Es decir, todos los ganglios basales estan subdivididos en
areas promotoras, suplementarias motoras o motoras primarias dependiendo del origen
de las aferencias. De esta manera, la generaciéon de todos lo sub-bucles permite una
mayor convergencia de la informacién y un mayor control del movimiento (Nakano y
col., 2000).

Aunque tradicionalmente se ha relacionado el nucleo estriado con el control
motor, estudios actuales demuestran la implicacion del estriado en otros procesos
cognitivos como el aprendizaje y la memoria. Ciertas subregiones de la neocorteza y
del estriado reciben conexiones del hipocampo y de la amigdala, estructuras claves en

el control del aprendizaje y la memoria (Pennartz y col., 2009). Asi pues, dependiendo
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del origen de las conexiones, el estriado realizara funciones de control motor,

emocional o estara implicado en el proceso del aprendizaje.

Corteza motora "\
+
/’

—’ Via directa =+ Neuronas excitatorias

--} Via indireca - Neuronas inhibitorias

FIGURA 3: Principales conexiones que establece el nucleo estriado con los ganglios basales.
Representacion de la via directa (linea continua roja) e indirecta (linea intermitente azul) que transmiten la
informacién motora. En la via directa, la informacién de la corteza es enviada por neuronas excitatorias
hacia el nucleo estriado. A partir del estriado, las neuronas inhibitorias envian la informaciéon hacia el
globus palido interno (GPi) o la parte reticulada de la sustancia negra (SN). De aqui, se envia la
informacién hacia tdlamo que termina el control de la via enviando las sefales hacia la corteza usando
neurotransmisores excitatorios. La via indirecta, la informacién esta conducida por neuronas inhibitorias
desde el nucleo estriado hacia el globus pélido externo (GPe), de aqui hacia el nucleo subtalamico (NST)
que, mediante neuronas excitatorias, devuelve la informaciéon hacia la SN reticulada/GPi para cerrar el

circulo de control.

1.3 - ALTERACIONES Y FUNCIONAMIENTO ANOMALO DEL ESTRIADO

Una correcta composicién y conexiéon del nucleo estriado con el resto de
ganglios basales es necesario para su correcta funcion. Alteraciones, tanto en
composicion celular como en conexiones, provocan graves enfermedades
neurologicas. A nivel psiquiatrico, una alteracion en la via cortico-estriato-talamica-
cortical y una reduccion del volumen del estriado desarrollan el sindrome de Tourette y
los trastornos obsesivos compulsivos (TOC) (Tobe y col., 2010). A nivel neurolégico, la

muerte de las neuronas dopaminérgicas de la SN que proyectan al estriado provoca
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una disminucion del neurotransmisor en el estriado. Esta falta de proteina afecta
negativamente a la actividad del estriado y provoca una hiperactividad de los ganglios
basales originando el cuadro tipico de la enfermedad de Parkinson. Estas alteraciones
acarrean con graves sintomas motores, emocionales y de aprendizaje (Lewis y Barker.,
2009). Por otra parte, las neuronas de proyeccion del nucleo estriado pueden
degenerar progresivamente originando la corea de Huntington. En este apartado
describiremos brevemente esta enfermedad para ejemplificar la fuerza de las terapias

de sustitucion en enfermedades neurodegenerativas.

1.3.1 - Enfermedad de Huntington

La corea de Huntington es una enfermedad neurodegenerativa hereditaria
autosdmica dominante englobada dentro de las enfermedades de tipo poliglutamina. Es
una anomalia que se caracteriza por una progresiva disfuncién motora presentando
movimientos coreicos, disturbios emocionales, demencia y pérdida de peso. La edad
media de inicio de desarrollo de la enfermedad comprende entre los 38 y 40 afios,
llevando a la muerte de los pacientes tras los 15-20 afios desde la aparicién de los
primeros sintomas (Martin y Gusella, 1986; Bates, 2003;). En Europa, la prevalencia de
esta enfermedad es de 3-10 afectados por cada 100.000 individuos (Vonsattel y
DiFiglia, 1998; Ferrante, 2009).

La enfermedad de Huntington esta ocasionada por una expansion no controlada
del triplete citosina-adenosina-guanina (CAG) del exén 1 del gen IT15 que codifica para
la proteina huntingtina. Consecuentemente se genera una proteina andmala
caracterizada por la presencia de una cola de poliglutaminas. La proteina se expresa
de manera ubicua tanto en el sistema nervioso como en los tejidos periféricos y, hoy
en dia, aun no se conoce su funcion especifica en la célula (The Huntington's Disease
Collaborative Research Group, 1993; Pérez-Navarro y col, 2006). En personas sanas,
el numero de repeticiones CAG varia entre 17 a 30, en cambio, en los enfermos de
Huntington el niumero de repeticiones asciende, como minimo, a 35 repeticiones (Myers
y col.,, 1988). El numero de repeticiones que presenta el gen esta directamente
relacionado con la aparicién y la severidad de la enfermedad: a mayor nimero de
repeticiones, la edad de inicio de la enfermedad aparece a edades mas juveniles y es
mas severa (Duyao y col., 1993). A pesar de la expresion ubicua de la proteina, la
mutacion de la huntingtina unicamente ocasiona disfunciones en determinadas areas
cerebrales y afecta especificamente a unos tipos neuronales (Ferrante y col., 1987;
Strong y col., 1993; Bhide y col., 1996).
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En la enfermedad de Huntington, las neuronas de proyeccion MSN del estriado
son las primeras en presentar una progresiva disfuncion y posterior degeneracion
(Ferrante y col., 1991) mientras que las interneuronas no se ven afectadas (Ferrante y
col., 1985; Vonsattel y col., 1985). Ademas, entre las neuronas MSNs, las que
expresan encefalina se ven afectadas antes que las que expresan sustancia P (Reiner
y col., 1998). A medida que avanza la enfermedad, la atrofia del estriado deja paso a
una alteracién de otras areas del encéfalo como la corteza cerebral (figura 4). La
afectacion especifica de las poblaciones neuronales debido a la presencia de la
huntingtina mutada también se observa en esta regidbn. Se ha descrito que una
degeneracién selectiva de las neuronas piramidales de la capa lll, V y VI de la corteza

motora y asociativa (DiFiglia y col., 1997).

Control Huntington

Corteza

Caudado

Putdmen

FIGURA 4: Patologia de la enfermedad de Huntington. Seccién coronal del encéfalo donde se aprecia
una degeneracién del nucleo estriado (caudado y putamen) junto con una degeneracion cortical. Como
consecuencia, el volumen del ventriculo lateral aumenta en el cerebro afectado por la enfermedad de

Huntington. Imagen adaptada de la web http://hdroster.iu.edu.

A pesar del alto grado de conocimiento de la fisiopatologia de esta enfermedad,
en la actualidad las terapias usadas en el tratamiento de la corea de Huntington
Unicamente tratan la sintomatologia. Alin no se ha desarrollado ninguna terapia efectiva
que modifique ni el grado de evolucién ni la aparicion de la enfermedad (Ramaswamy y
col., 2007).
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Actualmente se esta investigando con tal de abordar la terapia desde tres
puntos de vista. Una primera aproximacion seria la farmacolégica en la que se pretende
disefiar farmacos con la finalidad de evitar el malfuncionamiento celular originado por la
presencia de la proteina mutada. En una segunda aproximacion, actualmente se esta
apostando por una terapia basada en la erradicacibn o sustitucion de la proteina
mutada por otra proteina funcional. Y por ultimo, la terapia celular se presenta como la
ultima aproximacion con tal de reparar la muerte neuronal originada por la presencia de

la proteina mutada.

1.3.2 - Terapia celular en la enfermedad de Huntington

En este tipo de enfermedades donde hay una muerte neuronal selectiva, la
terapia celular se perfila como el tratamiento idéneo para reemplazar las células que
han degenerado. Dependiendo del nivel de actuacion de las terapias (proteccién o
reemplazamiento) éstas se pueden clasificar en tres tipos: terapias neuroprotectoras,
terapias de movilizacion enddégena de la neurogénesis y terapias de sustitucion.

El objetivo principal de las terapias neuroprotectoras es el de modificar la
progresion de la enfermedad basandose en el concepto de preservacion neuronal. De
esta manera se intenta atenuar o retrasar el comienzo de los sintomas de la
enfermedad preservando los circuitos neuronales mas vulnerables a la degeneracion
(Ramaswamy y col., 2007). Las principales moléculas neuroprotectoras estudiadas en
este tipo de terapias son las neurotrofinas. Dentro de esta familia, las mas estudiadas
han sido el factor de crecimiento nervioso (NGF; del inglés nerve growth factor), el
factor de crecimiento derivado del cerebro (BDNF; del inglés brain derived neurotrophic
factor), la neurotrofina 3 (NT-3) o la neurotrofina 4/5 (NT-4/5) (Canals y col., 2004;
Alberch y col., 2004;). También se han utilizado otros compuestos como el factor
neurotréfico derivado de la glia (GDNF; del inglés glial cell-line neurotrophic factor) y
varias citoquinas (Alberch y col., 2002; Schober y col., 2007; Lindvall y Wahlberhg,
2008). Los compuestos que se utilizan en este tipo de terapias pueden administrarse
por via sistémica, siempre y cuando tengan la capacidad de travesar la barrera
hematoencefalica. Como la gran mayoria de ellos son moléculas proteicas que no
pueden atravesarla, se ha apostado por el trasplante intracerebral de diferentes tipos
celulares con capacidad de liberar estos factores neuroprotectores (Martinez-Serrano y
Bjorklund, 1997; Pineda y col., 2007; Giralt y col., 2010).

La otra aproximacion terapéutica seria la movilizacion de la neurogénesis
endodgena para generar nuevas neuronas que suplan las degeneradas. Diversos

estudios demuestran que el aprendizaje, el ejercicio y la riqueza de estimulos del
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entorno incrementan la neurogénesis y el reemplazo neuronal en animales de
experimentacion. La liberacion de sefiales endégenas delante cualquier estimulo puede
reparar o evitar la muerte neuronal (Kempermann y col., 1997; Van Praag y col., 2000;
Nottebohm, 2002; Lie y col., 2004).

Por ultimo, las terapias de sustitucion, pensadas para realizarse en pacientes en
estados tardios de la enfermedad, consisten en el reemplazo de las células que ya han
degenerado. A pesar de sus dificultades experimentales, prometen ser las terapias de
la medicina personalizada. Las primeras aproximaciones en este tipo de terapias datan
de la década de 1980, cuando se trasplant6é la eminencia ganglionar fetal (primordio
telencefalico) en el estriado de ratas que habian sufrido una lesién excitotoxica en el
mismo nucleo (Graybiel y col.,, 1989). Tras observar una mejora en los sintomas
motores y cognitivos, se pasaron a realizar estudios en modelos animales de la
enfermedad de Huntington y, posteriormente, ensayos clinicos en humanos. En el
campo de la clinica, diferentes grupos han trasplantado tejido fetal pacientes que no
muestran una atrofia del estriado muy severa. En todos los casos estudiados, el grado
de supervivencia era alto sin producir un crecimiento descontrolado y observandose
mejoras motoras y cognitivas en los pacientes menor a las esperadas en largos
periodos (Rosser y col., 2002; Peschanski y col., 2004). Tras seis afios del trasplante
de tejido neural fetal se observd que los pacientes presentaban un periodo de
estabilidad y de mejora motora limitado. En ningun caso se les curaba la enfermedad vy,
a parte, siempre se les tenia que administrar tratamiento neuroprotectivo, hecho que
cuestionaba el éxito de esta metodologia (Bachoud-Lévi y col., 2006). Aunque el
trasplante de tejido fetal puede ser una aproximacion viable para el tratamiento de la
enfermedad, las cuestiones practicas y éticas relacionadas con la obtencion del tejido
suponen un gran obstaculo. Debido a las propiedades de diferenciacién de las células
madre y las capacidades de reestablecer circuitos neuronales, se ha apostado en esta
fuente de células para ser usadas en la terapia sustitutiva.

A pesar de los resultados prometedores obtenidos en los trasplantes de las
células madre en modelos animales, el paso definitivo a la clinica parece estar lejos. En
el caso del sistema nervioso, la baja efectividad de diferenciacién de las células madre
hacia el fenotipo deseado supone una dificultad para la aplicacion inmediata.
Reproducir en el laboratorio las secuencias que ocurren durante el desarrollo
embrionario del sistema nervioso central (SNC) es un objetivo llevado a cabo por
muchos laboratorios actualmente. Aunque existen muchos grupos trabajando en
estudiar los factores que estan implicados en la regulacion de la diferenciacion de las
estirpes neuronales durante embriologia del sistema nervioso central continia siendo

muy atractivo para los investigadores.
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2 - EMBRIOLOGIA DEL TELENCEFALO

Es fundamental conocer con exactitud el desarrollo del encéfalo para dar
respuesta a muchas preguntas de las neurociencias actuales. El SNC se desarrolla a
partir del tubo neural formado durante el proceso de neurulacion. Las células de la
parte rostral del tubo neural presentan diferentes tasas de proliferacion originando la
formacion de tres vesiculas diferenciadas: prosencéfalo o cerebro anterior,
mesencéfalo y rombencéfalo. A medida que avanza el desarrollo, estas vesiculas
sufren una serie de pliegues y subdivisiones originando la aparicién de 5 vesiculas:
telencéfalo, diencéfalo, mesencéfalo, metencéfalo y mielencéfalo o rombencéfalo. De
estas vesiculas se desarrollaran las diferentes estructuras del SNC maduro (figura 5).
Dado en que en esta tesis Unicamente nos centraremos en el desarrollo embrionario
del nucleo estriado, pasaremos a comentar el proceso de diferenciacion del telencéfalo,

que es donde se ubica el primordio de este nucleo.

Estado de Estado de Derivados adultos
3 vesiculas 5 vesiculas

Nucleos basales: estriado
Corteza cerebral

Telencéfalc Bulbos olfatorios
Hipocampo
Prosencéfalo Ratina
Diencéfalo Talamo

Hipotalamo

Mesencéfalo —» Mesencéfalo Pedlnculos cerebrales

Metencéfalo Protuberancia

Rombencéfa|0< Cerebelo

FIGURA 5: Principales subdivisiones del sistema nervioso durante el desarrollo embrionario. Debido
a las diferencias en la tasa de proliferacién en las zonas del tubo neural, a partir de las 3 vesiculas iniciales
se formaran 5 que daran lugar a diferentes estructuras en el animal adulto. Imagen modificada de

Developmental Biology (2001), Gilbert http://www.ncbi.nlm.nih.gov/books.

2.1 - COMPARTIMENTALIZACION DEL TELENCEFALO: PALLIUM | SUBPALLIUM

El telencéfalo embrionario esta divido en dos areas progenitoras responsables

de generar, con alta precisibn y de manera compleja, la totalidad de neuronas
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excitatorias e inhibitorias del cerebro anterior. En el eje dorsoventral (DV) del
telencéfalo se forman las estructuras llamadas pallium o telencéfalo dorsal y el
subpallium o telencéfalo ventral alrededor del ventriculo lateral (Marin y Rubesntein
2001; Wonders y Anderson, 2006).

El pallum estda subdivido regionalmente en cuatro areas que originaran
diferentes estructuras: el pallium medial que originara el hipocampo; el pallium dorsal
que dara lugar a la isocorteza; el pallium lateral que formara la corteza olfativa y una
parte de la amigdala; y el pallium ventral del que se formara el resto de la amigdala y el
claustrum (Rubenstein, 2000; Medina y Abellan, 2009) (figura 6). El subpallium
presenta diferencias en la tasa de proliferacion provocando la formacion de las
eminencias ganglionares. En la parte anterior se distingue la eminencia ganglionar
medial (EGM) de la que se originaran las interneuronas de corteza y estriado. En la
parte ventrolateral se distingue la eminencia ganglionar lateral (EGL) a partir de la cual
se originaran las neuronas de proyeccion del estriado e interneuronas que migraran al
bulbo olfatorio. Y, en la parte mas posterior del telencéfalo, aparecera la eminencia
ganglionar caudal (EGC) que dara lugar a neuronas que migraran a diferentes destinos
del encéfalo adulto (Bulfone y col., 1993; Puelles y col., 2000). La divisién entre pallium
y subpallium esta formada por una zona de transicién conocida como zona de unién de
pallium y subpallium o PSB (del inglés pallial-subpallial boundary) donde convergen la
expresion de diferentes factores de transcripciéon que determinan la disposicion DV
(Carney y col., 2009). Tanto el pallium como el subpallium estan formados por tres
areas diferenciadas segun las caracteristicas de las células que las componen. La zona
que esta en contacto con el ventriculo lateral llamada zona ventricular (ZV). La zona
mas profunda en contacto con la ZV se llama zona subventricular (ZSV). Y, por ultimo,
la zona mas interna alejada del ventriculo recibe el nombre de zona del manto (ZM). En
la primera y segunda capa se localizan los progenitores neurales mientras que en la
ZM las células que lo componen son células diferenciadas que daran lugar a las
diferentes estirpes neurales que conforman el cerebro adulto (Sauvageot y Stiles, 2002;
Ross y col., 2003) (figura 6).
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Derivados telencefalicos
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FIGURA 6: Representacion de los derivados adultos originados de la vesicula telencefalica. La
vesicula telencefalica se divide en tres areas segun la tasa de proliferacion celular: la zona ventricular (ZV),
la zona subventricular (ZSV) y la zona del manto (ZM). Las diferentes subdivisiones del pallium y del

subpallium daran lugar a estructuras adultas muy diversas.

2.2 - DETERMINACION ANTEROPOSTERIOR DEL TELENCEFALO

La induccién de las caracteristicas rostro-caudal (eje anteroposteior, AP) del
telencéfalo precede al DV durante el desarrollo embrionario. A lo largo del eje AP se
formaran estructuras tan diversas como el neocortex (a partir pallium anterior) o la
formacion del hipocampo (a partir del pallium posterior). Deben existir unos
mecanismos de regulacién exhaustivos para regionalizar las vesiculas telencefalicas.
En la porcidbn medial del pallium se ha descrito la presencia de un centro organizador
llamado pliegue cortical (del inglés cortical hem) caracterizado por la expresion de
determinados factores extrinsecos e intrinsecos (Subramanian y Tole., 2009). Los
factores de transcripcion Foxg1 y Lhx2 se expresan en el pallium anterior y desaparece
la expresién a partir del pliegue cortical. Esta inhibicidbn de la expresion es la que
confiere el caracter caudal del pallium. Animales deficientes en la proteina Foxg1
presentan una expansion de estructuras caudales caracterizadas por la presencia de
marcadores hipocampales en regiones neocorticales (Muzio y Mallamaci; 2005; Hoch y
col.,, 2009). De la misma manera, animales quimeras con regiones de ausencia de

expresion de Lhx2, presentan islotes con marcadores hipocampales en las regiones
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correspondientes a la abolicion de la proteina (Mangale y col., 2008). A parte de la
expresion de diversos factores de transcripcién, morfogenos o factores extrinsecos
activan vias de sefalizacion especificas para la correcta formacion del eje AP. La via
Whnt se activa por la union especifica del ligando extracelular determinado al receptor
de membrana llamado Frizzled. A nivel intracelular se propicia la entrada del factor 3-
catenina al nucleo celular donde activard genes especificos. Animales con una
expresion constitutiva de R-catenina inducen a las células corticales a adoptar
caracteristicas hipocampales (Machon y col., 2007), la cual cosa indica la induccién
caudal que ejerce este factor durante el desarrollo. En cambio, uno de los miembros de
la familia de factores de crecimiento fibroblastico (Fgf, del inglés fibroblastic growth
factor), el Fgf8, induce -caracteristicas rostrales en los territorios donde actua
(Shimogori y col., 2004).

A pesar de la implicacién de estos factores en la regionalizacién rostro-caudal
del telencéfalo, nuevas aproximaciones cientificas seran necesarias para establecer
con exactitud los mecanismos implicados en la determinacién de los ejes y la correcta
diferenciacion de las vesiculas telencefalicas. Ademas, se ha observado que durante el
avance del desarrollo varian las sefiales que confieren las propiedades espaciales. En
las etapas tempranas, la presencia de centros de sefalizacion, como las hendiduras
corticales, es imprescindible para la correcta la regionalizacién. En cambio, en etapas
posteriores la identidad regional y la tasa de crecimiento viene delimitado por

mecanismos celulares autbnomos, sin tener en cuenta el ambiente externo.

2.3 - DETERMINACION DORSOVENTRAL DEL TELENCEFALO

Los factores que intervienen en la regionalizacién DV se pueden englobar en
factores extrinsecos y factores intrinsecos igual como ocurre durante la determinacién
AP. Tras la separacion de las estructuras del telencéfalo anterior, las diferentes zonas
se diferenciaran durante la embriogénesis para dar lugar a estructuras tan diferentes en
el adulto como la corteza, el bulbo olfatorio o el estriado. A continuacién se resumiran
los factores mas estudiados y la funcion que ejercen durante el desarrollo del

telencéfalo.
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2.3.1 - Factores extrinsecos

La implicacion de morfégenos, en el desarrollo embrionario del SNC ha sido
estudiada principalmente en médula espinal. Los estudios realizados en esta region
demuestran que tanto la determinacion de los ejes AP y DV esta establecida por
gradientes de concentracion de los morfégenos secretados. Estos factores modifican
los diversos factores de transcripcién que seran los responsables de la determinacion
final. En el desarrollo del telencéfalo se ha descrito que no son tan importantes los

gradientes establecidos como la temporalidad de la expresion (Jessell, 2000).

2.3.1.1 - Sonic hedgehog

Sonic hedgehog (Shh) es un potente factor que induce caracter ventral a las
estructuras del sistema nervioso durante el desarrollo embrionario (Echelard y col.,
1993). Durante la neurulacion, Shh se libera en regiones especificas de tubo neural
para ejercer el efecto ventralizante. En la etapa de formaciéon de las vesiculas
telencefalicas, la sintesis de Shh esta restringida al subpallium y mas concretamente a
la zona medial de la EGM (Takahashi y Liu; 2006). El uso de anticuerpos de Shh para
alterar su efecto demuestra que la funcién ventralizante de este morfogeno es
especifica en cada etapa del desarrollo embrionario (Rallu y col., 2002). La adquisicién
del caracter ventral del telencéfalo viene dado por el efecto de Shh ejercido durante la
gastrulacién, mientras que la exposicion posterior confiere al telencéfalo un caracter
ventrolateral. A diferencia de la dependencia de gradiente de concentracion de Shh que
ocurre durante el desarrollo de la médula espinal, el telencéfalo embrionario responde
al efecto ventralizante segun el periodo de liberacién del morfégeno (Gunhaga y col.,
2000). La alteracién de los niveles de Shh en el desarrollo del SNC origina importantes
malformaciones embrionarias. Asi pues, en los animales deficientes de Shh se observa
una holoprosencefalia caracterizada por la presencia de una estructura ventral
rudimentaria, demostrando la importancia del morfégeno Shh en la determinacién
ventral del telencéfalo (Chiang y col., 1996).

Para entender la funcién de Shh tenemos que estudiar las proteinas que median
la respuesta en las células progenitoras. Resumiendo la cascada de sefalizacién, Shh
se une a un receptor de membrana llamado Patched1 (Ptch1) revirtiendo la represion
de la proteina Smoothened (Smo), y en consecuencia, activandola. Smo activa
principalmente la proteina Gli que, al traslocarse al nucleo se une al acido
desoxirribonucleico (ADN) para promover la transcripcion de los genes diana, entre los

que se encuentra el mismo receptor Ptch1, con tal de amplificar la funcién de Shh
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(Stranton y Peng, 2010). Asi pues, las proteinas pertenecientes a la familia Gli son
esenciales para la sefalizacion del morfégeno Shh. La familia de genes Gli esta
formada por tres genes diferentes (Gli1, Gli2 y Gli3) actuando Gli1 y Gli2 como
proteinas activadoras y ofreciendo un caracter ventral. La proteina Gli3 actua como
proteina represora y, consecuentemente, activa un patron dorsal (Matise y Joyner,
1999). Animales con las proteinas Gli1 y Gli2 eliminadas (Gli1" y Gli2") presentan un
desarrollo correcto del telencéfalo debido, seguramente, a una compensacién por parte
del otro miembro de la familia. En cambio, los animales deficientes de Gli3 (Gli3™)
presentan una extension de los marcadores ventrales hacia las zonas dorsales de las
vesiculas telencefalicas (Grove y col.,, 1998; Theil y col., 1999). El hecho que los
animales mutantes para Shh y Gli3 presenten fenotipos opuestos sugiere que debe
existir un balance entre Shh y GIi3 para la correcta regionalizacion mediada por Shh.
Asi pues, analizando los animales deficientes para los dos genes Shh y Gli3 (Shh™
:Gli3™) se observa que la especificacion ventral esta visiblemente recuperada respecto

a los dos mutantes simples (Wang y col., 2000; Litingtung y col., 2002).

2.3.1.2- Factores de crecimiento fibroblastico

La familia Fgf estd compuesta por 22 polipéptidos que participan en diversos
procesos bioldégicos como el control de la proliferacién, diferenciacion, migracion y
organogénesis (Eswarakumar y col., 2005; lwata y Hevner, 2009). Dentro de toda la
familia de Fgf son los Fgf8, Fgf15, y los receptores de Fgf 1 y 2 los responsables en la
sefializacion ventral en este momento del desarrollo (lwata y Hevner, 2009). Estos
factores se unen a uno de los cuatro receptores tirosina-quinasa de alta afinidad
llamados Fgfr (del inglés, Fgf receptors). Recientemente se ha observado que Fgf y
Fgfr especificos estdan implicados en la determinacion DV de las vesiculas
telencefalicas. Durante el proceso de neurulacion estos factores han sido relacionados
con la adquisiciéon de caracter rostral del tubo (Crossley y Martin, 1995; lwata y Hevner,
2009), y como veremos a continuacion, en la determinacién ventral de las vesiculas
telencefélicas.

El compuesto Fgf8 promueve propiedades ventrales induciendo genes que se
expresan en esta region y reprimiendo otros genes dorsales (Kuschel y col., 2003;
Iwata y Hevner, 2009). Este compuesto se expresa durante el desarrollo embrionario
del encéfalo desde E8,5 (edad embrionaria 8,5 dias) hasta E12,5 (Echevarria y col.,
2005). Se ha descrito que este factor esta regulado por la sefializacion de Shh y Gli3.
El analisis de Fgf8 en los animales deficientes Shh™", Gli3” y Shh™;Gli3" demuestra

que el factor Fgf8 no esta presente en el primer de los animales y existe una
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sobreexpresion en los dos ultimos animales. Estas observaciones nos permiten concluir
que Fgf8 esta inhibido por GIli3: en ausencia de Shh la proteina Gli3 no se encuentra
inhibida y, por tanto, se traduce en una inhibicién de Fgf8 en el caso de los animales
Shh™ (Aoto y col., 2002). Otro miembro de la familia de los Fgf, el Fgf15, también esta
inducido por la via de sefializacion de Shh y, por consecuente, implicado en la
determinacién DV (Rash y Grove, 2007; Borello y col., 2008). La importancia de la
familia Fgf ha sido confirmada por el estudio realizado en animales que no expresan
alguna combinacién de los miembros de la familia Fgfr. Animales que pierden la
expresion de Fgfr1 y Fgfr3 presentan una correcta especificacién ventral del telencéfalo
aunque pierden el surco existente entre las EGM y EGL debido a errores en la
diferenciacion. En el caso de eliminar los receptores Fgfr1 y Fgfr2 se produce una
drastica reduccién de marcadores ventrales. Y, por ultimo, en el caso que se
delecionen los tres receptores, Fgfr1, Fgfr2 y Fgfr3, se produce una abolicién total de
los dominios dorsales y ventrales (Gutin y col.,, 2006; Hebert y Fishell 2008). La
sefalizacién intracelular de los receptores de Fgf esta mediada por la via de
sefalizacion fosfatidilinositol y la via Ras-Erk. La union de factores como Fgf8 a sus
receptores activan la expresién de moléculas como Mkp3/Sef y la familia Sprouty para
crear el gradiente necesario y asegurar la correcta formacion del eje DV (Echevarria y
col., 2005). Estas evidencias in vivo demuestran que la sefializaciéon por Fgf esta
controlado por la via de Shh y GIi3 y que la integridad de las dos vias son

imprescindibles para la correcta especificacion ventral del telencéfalo.

2.3.1.3 — Proteinas morfogenéticas 6seas

Las proteinas morfogenéticas 6seas (BMP; del inglés bone morphogenetic
proteins) ejercen un importante papel durante la organogénesis del SNC. En la médula
espinal, las BMPs activan la especificacion dorsal (Rallu y col., 2002). En el desarrollo
del telencéfalo, estudios en peces zebra mutantes de uno de los miembros de BMPs
pierden la expresion de genes que atorgan la propiedad dorsal, como el gen Emx1, de
las vesiculas telencefalicas (Shanmugalingam y col.,, 2000). Ademas, estudios
posteriores han demostrado que en la parte ventral del tubo neural se expresan
inhibidores de las BMPs tales como Noggin, Chordin y Follistatin para antagonizar el
efecto dorsalizante de las BMPs (Wilson y Maden, 2005). A pesar de los efectos
observados, la implicacion exacta de las BMPs en la regionalizacion DV continua
siendo controvertida. El hecho que los mutantes de BMPs tengan afectadas otras vias
de sefalizacidon necesarias para la determinacion inicial del tubo neural dificulta la

interpretacion de los efectos observados.
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2.3.1.4 - Acido retinoico

El &cido retinoico (AR) esta implicado en la neurogénesis en diferentes etapas
del desarrollo del estriado confiriendo caracter ventral a estas estructuras. En las
primeras etapas de neurulacion, la ausencia del enzima de sintesis de AR Raldh2 (del
inglés retinaldehyde dehydrogenase type 2) provoca una reduccién de la tasa de
proliferacion y una consecuente malformaciéon del tubo neural (Ribes y col., 2006). La
especificidad de expresion de las moléculas implicadas en la sintesis y respuesta del
AR revela una accion selectiva de este factor durante el desarrollo del estriado. Los
enzimas involucrados en la sintesis de Raldh1 y Raldh3 (del inglés retinaldehyde
dehydrogenase type 1 y 3) se expresan selectivamente en los terminales axonales
aferentes que inervan la EGL y en la ZM de la EGL, respectivamente (McCaffery y
Drager, 1994; Li y col., 2000). El hecho que en el estriado se encuentren gran densidad
de enzimas participantes en la sintesis de AR, se correlaciona con una alta
concentraciéon del morfégeno en la EGL (Toresson y col., 1999). No sélo la sintesis del
AR es selectiva en esta eminencia, también se encuentra una regionalizacion en la
expresion de los receptores del morfégeno. Los receptores que forman heterodimeros
para la correcta sefalizacion, RARa, RARRB, RXRB y RXRy (del inglés reitnoic acid
receptor y retinoico X receptor), se expresan selectivamente en la EGL y en el estriado
adulto (Krezel y col., 1999; Liao y col., 2005). Y por ultimo, la sintesis de proteinas de
union a AR, como retinol, que facilitan su sintesis, y los enzimas encargados de su
degradacién también se expresan selectivamente en la EGL (Ruberte y col., 1993;
Zetterstrom y col., 1994). El enriquecimiento de las moléculas involucradas en la
sefalizacién del AR en la EGL confiere la especificidad del sistema en esta region
(Takahashi y Liu, 2006).

En cuanto a la accion del AR durante el desarrollo de la EGL se ha observado
que esta implicado en la regionalizacion de las vesiculas telencefalicas. Mas
concretamente, se ha descrito que contribuye a la separacién de las EGM y EGL
mediante la activacién de factores de transcripcidn como Meis2 (Toresson y col., 2000;
Marklund, 2004; Takashashi y Liu, 2006). Ademas, el AR también induce la expresién
de proteinas especificas de células estriatales como DARPP-32 y receptores de
dopamina estriatales D1 y D2 (Liao y col., 2005). La importancia de la correcta
sefalizacién del AR durante el desarrollo embrionario se corrobora cuando estudiamos
animales que presentan alteraciones en la expresién de algunos de los componentes
de la via. Animales deficientes en el receptor RARR o en combinaciones de alguno de

los receptores RAR o RXR presentan un defecto en la formacion del compartimento
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estriatal acompanado por una reduccion de marcadores estriatales (Kreezel y col.,
1999; Liao y col., 2008).

Los factores descritos anteriormente no actian de manera independiente
durante la regionalizacion del telencéfalo. Se ha observado, por ejemplo, que las BMPs
regulan positivamente la expresion de Gli3 (Meyer y Roelink, 2003). También se ha
descrito una conexion entre las vias de sefializacién de Shh, Fgf y AR (Ribes y col.,
2006). Por tanto, la correcta adquisicion del fenotipo celular dorsal o ventral vendra
dado por un balance 6ptimo de los morfégenos anteriormente citados. Estos factores
convergen induciendo un conjunto de factores de transcripcion que directamente

estableceran la identidad regional dentro del telencéfalo.

2.3.2 - Factores intrinsecos

La expresion especifica de determinados factores de transcripcion que
contienen algun homeodominio bHLH (del inglés Basic helix loop helix) en su estructura
induce la regionalizacion DV del telencéfalo embrionario. Los diferentes factores de
transcripcion ejercen funciones de activacion y de represion entre ellos con la finalidad
de determinar los limites del pallium y subpallium.

Durante las etapas tempranas del proceso de establecimiento del pallium y
subpallium, el telencéfalo dorsal se caracteriza por la expresion del factor de
transcripcion Pax6. Animales que presentan la proteina Pax6 no funcional presentan un
elongacion del pallium ventral (Kroll y O’Leary, 2005; O’Leary y col., 2007). En regiones
ventrales se observa la expresion del factor de transcripcion Gsh2 (también llamado
Gsx2). Existe una represion mutua entre los factores Pax6 y Gsh2 de manera que se
genera un area intermedia donde no hay expresion de Pax6 pero si de Gsh2 a partir de
la cual se delimita el subpallium (Toresson y col., 2000; Carney y col., 2009). Animales
que presentan deficiencias en la expresién de uno de los dos factores de transcripcion
presentan una expansién del territorio de dominio opuesto (Yun y col., 2001). La regién
mas ventral del subpallium se caracteriza por la expresién del factor de transcripcion
Nkx2.1. Sin conocer demasiado el mecanismo de accion de este factor de
transcripciéon, la presencia de Nkx2.1 induce propiedades de la EGM inhibiendo el
caracter de EGL del territorio vecino (Sussel y col., 1999; Corbin y col., 2003). Asi pues,
encontramos que los territorios del pallium se caracterizan por la expresion de Pax6 y
el subpallium por la expresion de Gsh2. Dentro del subpallium, se diferencia la EGL y

EGM por la expresion de NKx2.1 en la ultima region.
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A medida que el desarrollo avanza, estos factores quedan limitados en las
zonas germinales de del telencéfalo, es decir, en la ZV. En la ZM se activaran otros
factores de transcripcion con el fin de diferenciar los progenitores a las células
derivadas. Las neuronas de proyeccion glutamatérgicas derivadas del pallium, tras la
expresion de Pax6 expresan genes como Emx1, Neurogenina1/2 (Ngn 1/2), NeuroD1 y
Tbr1/2 para su diferenciacion terminal (Guillemot 2007; Mattar y col., 2008; Sansom y
col., 2009). En el subpallium, los progenitores que se diferenciaran a las neuronas
estriatales (provenientes de la EGL) y las interneuronas corticales y del bulbo olfatorio
(provenientes de la EGM) comparten varios factores de transcripcion. Tras la expresion
de Gsh2, se activaran los factores DIx1/2 (Anderson y col., 1997) y Mash1 (también
llamado Ascl1) (Casarosa y col., 1999; Wang y col., 2009) que determinaran la
diferenciacion terminal de estos precursores. Asi pues, la determinacién inicial de las
estructuras telencefalicas permiten activar diferentes vias de sefializacion con el
objetivo de generar la diversidad neuronal necesaria.

Tras hacer un breve resumen de los factores implicados en la determinacién de
los ejes DV y AP, a continuacion se muestra un esquema en que se representa el papel

de cada morfégeno durante el desarrollo (figura 7).

DORSAL

v

VENTRAL ™

FIGURA 7: Esquema representativo de la regionalizacion DV del telencéfalo. Las vesiculas
telencefélicas se someten a diferentes factores con tal de adoptar las propiedades dorsoventrales. Los
morfégenos ventralizantes estan expresados de color amarillo, los dorsalizantes en azul y el AR en verde.
Dentro de los factores intrinsecos, los factores de transcripcion ventrales Gsh2 (en la EGL, verde) y Nkx2.1
(en la EGM, amarillo) se expresan en la ZV. En el pallium, |la proteina Pax6 ejerce el efecto dorsalizante
para conseguir la correcta formacion de las estructuras derivadas. Dentro de los factores intrinsecos, existe

un sistema de inhibicion lateral que asegura un mayor control.
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2.4 - DESARROLLO DE ESTRUCTURAS DERIVADAS DEL TELENCEFALO

Como se ha comentado a los apartados anteriores, a partir de cada una de las
areas delimitadas en las vesiculas telencefadlicas se generaran diferentes tipos
celulares que poblaran las estructuras maduras del SNC. En este apartado, se

intentara resumir la diversidad celular que generan tanto el pallium como el subpallium.

2.4.1 - La corteza

La region dorsal del telencéfalo origina la corteza cerebral que esta formada por
la neocorteza, la paleocorteza o corteza piriforme y la archicorteza o hipocampo segun
su disposicién rostro-caudal. Las neuronas corticales se generan a partir de la ZV del
pallium donde se localizan los precursores neurales (que son capaces de producir tanto
células gliales como neuronales). Las primeras divisiones de estos progenitores
originan glia radial que emite sus prolongaciones de manera perpendicular a la
superficie de la ZV del pallium. Tras la generacion de estas células, se da paso a un
proceso de amplificacibon de los precursores mediante divisiones simétricas.
Posteriormente, algunos de estos progenitores se someten a divisiones asimétricas
para producir una célula descendiente post-mitotica que generara la neurona madura.
Estas migraran radialmente utilizando el andamiaje formado por las ramificaciones de
la glia radial con tal de ocupar la destinacion final y generar la estructura laminar de la
corteza cerebral adulta (Wonders y Anderson, 2006; Marin y Rubenstein, 2003). Las
neuronas provenientes del pallium daran lugar a las neuronas de proyeccion
piramidales que ejerceran diferentes funciones dependiendo en la capa cerebral donde
se localicen.

La funcion principal de las interneuronas de la corteza adulta es modular la
informacion transmitida por las neuronas de proyeccién piramidales. Las interneuronas
constituyen un 25% de la poblacién neuronal cortical y se caracterizan por la ausencia
o la presencia disminuida de espinas en las terminaciones nerviosas (Whittington y
Traub., 2003; Wonders y Anderson, 2006). Estas interneuronas provienen de la EGM y
la EGC del telencéfalo ventral y, mediante procesos de migracién tangencial, ocuparan
la localizacion final. Tanto en el caso de la diferenciacibn de las neuronas de
proyeccion como en el caso de las interneuronas, los progenitores se encuentran en la
ZV de las eminencias ganglionares y son los indispensables para generar la diversidad
neuronal. Tras la especificacién neuronal los progenitores salen de ciclo celular y se
someten a los procesos de migracion que facilitara la maduracion de la neurona
(Wonders y Anderson, 2006).
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Las sefales implicadas en los diferentes procesos de generacion, tanto de las
neuronas de proyeccion como de las interneuronas, continian siendo el objetivo de

estudio en muchos laboratorios.

2.4.2 — El estriado

Durante el desarrollo embrionario, a partir de la EGL se formaran las neuronas
de proyeccidon del estriado, mientras las interneuronas provendran de la EGM. El
proceso de diferenciacion neuronal, igual que ocurre en la diferenciacién de la corteza,
comienza en la ZV donde residen los precursores neurales. Tras amplificar los
progenitores y activar el proceso de diferenciacion, las neuronas migraran para ocupar
la ZM donde adoptaran la localizacion final. A diferencia de los estudios de
diferenciacion de las neuronas de proyeccién en la corteza, el estriado no esta
organizado en columnas dificultando la comprension del proceso de génesis. La
diferenciacion de las interneuronas comparte grandes similitudes con el proceso
descrito en el apartado anterior. La diferencia entre unas y otras sera el proceso de
migracion para alcanzar el destino final.

Durante el desarrollo del estriado de los roedores, se han descrito dos picos de
generacion de neuronas de proyeccion. Las neuronas generadas en cada una de las
oleadas, aunque no presentan ninguna diferencia bioquimica, generaran los dos
compartimentos caracteristicos de este nucleo: los estriosomas y la matriz. Asi pues,
las neuronas generadas en el primer pico de neurogénesis conformaran los futuros
estriosomas, en cambio, las neuronas del segundo pico conformaran la matriz del
estriado. El establecimiento de este patron de diferenciacion se remonta al primer
estudio de desarrollo que se realizar6 en la década de 1980. En este estudio, se
marcaron radiactivamente las neuronas postmitéticas durante el desarrollo del estriado
de ratas con la finalidad de seguir in vivo estos precursores. Se observd que las
primeras neuronas nacidas, alrededor de E12 y E15, formarian el compartimento
estriosomal, mientras las nacidas en la segunda oleada, entre E17 y E20, generaban la
matriz (van der Kooy y Fishell, 1987). En ratones, la primera oleada de neurogénesis se
sitla alrededor de E12-E13 a partir de los precursores situados en la regién ventral-
lateral de la EGL y las neuronas originadas de la segunda alrededor de E14-E15
(Mason y col., 2005). Las senales que controlan las oleadas de neurogénesis no se
conocen con precision, aunque la via de sefializacion de Notch o factores de
transcripcion como Gsh2 o Mash1 parecen tener una implicacion en dichas oleadas
(Casarosa y col.,, 1999; Yun y col., 2003; Mason y col., 2005). Durante la primera

oleada de neurogénesis, las neuronas generadas se distribuyen de manera dispersa en
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el manto de la EGL. Al diferenciarse las neuronas de la segunda oleada, éstas
ocuparan también la ZM desplazando a las neuronas nacidas en la primera etapa
agruparse en pequefios cumulos celulares (van der Kooy y Fishell, 1987). La llegada
continua de nuevas neuronas de la matriz induce un aislamiento de estas agrupaciones
hasta el punto de generar estructuras estables y definidas, los estriosomas (Krushel y
col., 1989; Song y Harlan, 1994). La reorganizacion espacial de las neuronas
generadas viene acompanada por |la expresion de las proteinas caracteristicas de cada
uno de los compartimentos. En los ultimos dias embrionarios, se generan unos
gradientes regionales de manera que la proteina sustancia P empieza a expresarse en
porciones rostrales y la encefalina en regiones mas caudales. De esta manera, hacia
E16, las neuronas estriosomales preferentemente empezaran a expresar sustancia P
mientras que las neuronas de la matriz, de manera preferente, expresaran encefalina.
La expresion especifica de cada uno de las proteinas permite el establecimiento de
conexiones diferentes, como se explico en la primera parte de la introduccién (Cuello y
Paxinos, 1978; Correa y col., 1981; Song y Harlan, 1994). Tras las etapas de expresién
desigual existe una homogenizacion de la distribucion de manera que tanto encefalina
como sustancia P se extendera a lo largo de todo el eje rostro-caudal del estriado
(Penny y col., 1986; Harlan y col., 1989). La expresion de otra proteina presente en la
mayoria de neuronas de proyeccion, DARPP-32, también presenta un patrén de
expresion especifico durante el desarrollo embrionario. Durante etapas embrionarias
esta proteina unicamente se expresa en neuronas nacidas en la primera oleada de
neurogénesis. Mientras, las neuronas nacidas en la segunda oleada y que ocuparan la
matriz empiezan a expresar DARPP-32 durante la edad postnatal, cuando completan el
proceso de maduracién neuronal (Ouimet y col., 1992). Todos estos procesos de
diferenciacion estan controlados por una gran cantidad de factores extrinsecos o
intrinsecos. Es necesario un exhaustivo control con tal de asegurar una correcta

formacion del estriado adulto.

3 — CONTROL DEL DESARROLLO DE LOS DERIVADOS TELENCEFALICOS

Actualmente, el telencéfalo dorsal de los mamiferos ha sido un modelo éptimo
para investigar los mecanismos involucrados en la generacién de neuronas y glia
durante la edad embrionaria. El proceso de generacion de la gran diversidad de células
neurales a partir de unos progenitores concretos viene especificado por una
combinacion de factores de transcripcion que actian de manera similar tanto en el

desarrollo del telencéfalo como en el de la médula espinal (Corbin y col., 2008). A
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pesar de esta gran similitud, se debe tener presente que el desarrollo telencefalico
genera una gran complejidad neuronal. Esto dificulta mas el estudio del desarrollo
debido a la gran cantidad de factores estan implicados en esta especificacion.

Como ya se ha comentado anteriormente, las células madre neurales (NSC, del
inglés neural stem cells) se localizan en la ZV del telencéfalo. Estas células madre
tienen la capacidad de amplificar la progenie generando gran numero de precursores
que ocuparan la ZSV. Tras la generacién de estos precursores, diversas vias de
diferenciacion actuaran para conseguir células de cada una de las estirpes neurales:
neuronas, glia u oligodendrocitos. Junto al proceso de diferenciacion, las células post-
mitéticas sufren procesos de migracion con tal de ocupar el destino final. A
continuacion, se detallaran los factores descritos que participan en el control de cada

una de las etapas: proliferacion, determinacién de estirpe neural y diferenciacion.

3.1 - PROLIFERACION CELULAR

La gran diversidad de células generadas en el telencéfalo durante el desarrollo
embrionario proviene de una unica capa de neuroepitelio de la ZV, donde residen las
NSC. La composicién celular de esta capa y como se genera la gran progenie a partir
de esta unica capa han sido y contintan siendo la pregunta central de la biologia del
desarrollo hoy en dia.

Los neuroepitelios, tanto del pallium como del subpallium, estan formados
inicialmente por células madre que se dividen rapidamente con el fin de expandir la
poblacion de células progenitoras. Durante el proceso de neurogénesis, una parte de
las células madre neuroepiteliales se convierten en células especializadas llamadas
células de la glia radial (CGR). Los somas de las CGR se localizan en la ZV, mientras
sus ramificaciones salen de la ZV para ocupar la ZSV y la ZM. Las neuronas post-
mitéticas en diferenciacion o neuroblastos, utilizan estas ramificaciones como guia para
migrar radialmente y ocupar asi la ZM (Rakic, 1971; Hatten y Mason, 1990). En una
primera etapa, sobre E11 en ratén, las CGR se dividiran simétricamente con tal
aumentar el nUmero de células. Posteriormente, éstas se dividen asimétricamente con
tal de producir una nueva CGR (idéntica a sus progenitores) con capacidad
autorrenovadora y una célula progenitora que ocupara la ZSV (Gotz y Huttner, 2005).
Las mismas CGR generan un tipo celular especializado llamado células progenitoras
intermedia (CPI) o células progenitores basales (Haubensak y col., 2004; Miyata y col.,
2004; Noctor y col.,, 2004). Estas células ocuparan la ZSV doénde se dividiran
simétricamente con la finalidad de producir dos células hijas idénticas e ir asi

aumentando el numero de progenitores neuronales (Corbin y col., 2008). Asi pues,
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mediante divisiones asimétricas y simétricas se pueden generar diferentes progenies

celulares: astrocitos, neuronas y oligodendrocitos (Temple, 2001) (figura 8).

Salida
A ciclo celular B
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Estado de
Estado proliferante diferenciacion

@0 N 4@ oo %Astrocitos = mms Division simétrica
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FIGURA 8: Proceso de diferenciacion a partir de los progenitores neurales en la EGL. (A) Las células
madre neurales (NSC) pueden dividirse por division simétrica (flecha discontinua) para dar mas NSC o por
asimétrica (flecha continua) para dar lugar a las células de la glia radial (CGR). A su vez, éstas se dividen
para dar lugar a mas células CGR o dar lugar a células progenitoras intermedias (CPI), A partir de este
momento, los precursores salen del ciclo celular generando las diferentes estirpes neurales (neuronas,
astrocitos y oligodendrocitos). (B) Localizacion en la EGL de las células progenitoras en los diferentes
estados de diferenciacion. Las células que se encuentran en ciclo celular (CGR y CPI) se localizan en la

ZSV mientras que los neuroblastos, astrocitos y oligodendrocitos ocupan la ZM.

Durante el proceso de diferenciacion, los progenitores basales cambiaran su estado
proliferante a un estado postmitético para generar el fenotipo definido. La salida de
ciclo celular de estas CPI esta intimamente relacionada con la especificacion de la
estirpe neural. Este proceso esta altamente regulado con tal de poder generar el
numero exacto de neuronas, astrocitos y oligodendrocitos que formaran el sistema
nervioso adulto. Las proteinas reguladoras del ciclo celular, es decir, que regulan esta
transicién las podemos englobar en dos grupos segun su actividad: proteinas que
actuan a nivel del ciclo celular (ciclinas e inhibidores de ciclinas) y proteinas

involucradas en la via de sefializacion de Notch.
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3.1.1 - Ciclinas e inhibidores de ciclinas

El ciclo celular se caracteriza por presentar cuatro fases: G1, S o fase de
sintesis, G2 y M o fase de mitosis. Las primeras tres etapas constituyen la interfase
mientras que la fase de mitosis se considera como division celular propiamente dicha.
Durante la interfase, en la fase G1 las células se engrandecen con tal de facilitar la
sintesis de ADN. En la fase S se produce la replicacién del ADN y posteriormente,
durante la fase G2, se engrandecera la célula con tal de facilitar la division. Por ultimo,
en la etapa definitiva de divisién, la fase M, la célula detiene su crecimiento y toda la
energia celular esta focalizada en la citocinesis y posterior generaciéon de las dos
células hijas. En este momento, las células pueden elegir entre continuar divisiones
sucesivas 0, en cambio, dejar de dividirse. Las células que abandonan el ciclo celular,
fase Gy, pueden realizarlo de manera temporal o definitiva. La regulacién del ciclo
celular incluye varios puntos de control (checkpoints en inglés) con tal de asegurar la
correcta division, controlar y evitar el dafio genético.

El ciclo celular esta altamente regulado por la actuacion de dos clases de
moléculas: las ciclinas y las quinasas (del tipo serina-treonina) dependientes de ciclinas
(CDKs, de inglés cyclin-dependent kinases) (Morgan, 1997; Satyanarayana y Kaldis,
2009). Para una correcta funcion, las ciclinas y las CDKs deben formar un complejo en
el cual las primeras actuan como elementos reguladores y las CDKs como unidades
cataliticas. En animales roedores, las células presentan gran numero de CDKs que, a
su vez, estan reguladas por multiples ciclinas. En el momento que es necesario pasar
de etapa del ciclo celular, una ciclina se une a su CDK especifica de manera que esta
ultima fosforila unas dianas especificas que permiten el paso a la siguiente etapa.
Existen diversos mecanismos que contribuyen a la especificidad de actuacién de las
ciclinas y CDKs: diferencias en la actividad transcripcional de las ciclinas, control de
degradaciéon de las mismas y actuacién de inhibidores tanto a nivel de la unién de los
complejos como la inhibicion de la fosforilacidon de las CDKs (Bloom y Cross, 2007).
Ademas, aunque las CDKs se expresan de manera ubicua en todas las células, las
ciclinas se expresan de forma diferencial en células y momentos del desarrollo
especificos. Todos estos mecanismos reguladores ayudan a entender la presencia del
control celular en los progenitores.

Con tal de ofrecer una mayor precisién en el control de la proliferacién, existen
unas proteinas inhibitorias de ciclo. Todos estos inhibidores actuan controlando el pase
de G1 a S y se engloban dentro de dos familias dependiendo del mecanismo de accion
empleado: la familia Cip/Kip y la INK4/ARF. Las proteinas Cip/Kip, cuyos miembros son

p21cPWalt o 7XP! y 57, impiden la union de las ciclinas con las CDKs de la fase G1.
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La activacion especifica de los inhibidores de esta familia viene dado por la sintesis de
moléculas como p53 que inducira la expresion de p21°P"a" o factores extrinsecos
como el factor de crecimiento TGF-R (del inglés, transforming growth factor ) que
regula la expresion de todos los miembros de la familia. En cambio, la familia INK4/ARF
esta compuesta por dos miembros, p16™** y p14*"F que se unen directamente a la
CDK4 arrestando asi el ciclo en la fase G1 y evitan la degradacion de p53. La duracién
de la fase G1 es de vital importancia para la correcta neurogénesis. Mediante estudios
de incorporacién de Bromodeoxiuridina (BrdU) durante la diferenciacién de la corteza
en formacién se ha demostrado que las células de la ZV incrementan gradualmente el
ciclo celular de 8 a 18 horas debido a un aumento de la fase G1 de 4 a 12 horas a
medida que los progenitores avanzan en la neurogénesis (Takahashi y col., 1995;
Mitsuhashi y Takahashi, 2009).

La correcta regulacion del ciclo celular durante el proceso de neurogénesis es
importante tanto para mantener el nUmero de progenitores como para establecer el
momento en la conversién de progenitor a célula post-mitética. Asi pues, animales
deficientes de la ciclina D2 (encargada del control de la fase G1 y altamente expresada
en las CPls) causa un alargamiento de la etapa G1, una deplecion de las CPI
acompafnado por una neurogénesis temprana alterando el numero de neuronas en el
cerebro adulto (Glickstein, 2009; Lange y Calegari, 2010). En el caso de los animales
deficientes del inhibidor p27X*', se observa que el encéfalo de estos animales es mayor
en cuanto a tamafio (Fero y col.,, 1996; Nakayama y col., 1996). Esta ausencia del
inhibidor origina una disminucion de las células quiescentes en la corteza durante el
desarrollo y, consecuentemente, un aumento de las CPIs. El aumento de progenitores
provoca una gran produccion de neuronas generadas en las ultimas etapas de
neurogénesis (neuronas de proyeccién no GABAérgicas) y un aumento de tamafio de
las capas cerebrales superficiales II-IV (Goto y col., 2004). La afectacién exclusiva de
un tipo de neuronas determinadas permite pensar que las sefales a que esta expuesta
la célula en la ultima division determinan su fenotipo (McConnell, 1995; Qian y col.,
2000; Temple, 2001). Diversos estudios de trasplantes celulares durante el desarrollo
de la corteza demuestran la relacién de salida de ciclo y la especificaciéon celular. En el
caso del desarrollo del pallium, la disposicion laminar de las neuronas en la corteza
viene dada por el momento en que los progenitores abandonan el ciclo celular. Asi
pues, cuando trasplantamos CPIs de las primeras etapas neurogénicas (que daran
lugar a neuronas de capas profundas) en la ZV de edades posteriores se observa que
Unicamente se diferencian en neuronas de las capas internas siempre que las CPls se
encuentren en la ultima division celular. En cambio, si estas CPIl se vuelven a dividir

tras el trasplante, los progenitores se diferencian en consonancia con el resto de
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células presentes en la ZV en el momento del injerto (McConnell y Kaznowski, 1991;
Bohner y col. 1997). Para asegurar el control exhaustivo del ciclo durante el avance de
la neurogénesis, los niveles de CDKs y ciclinas disminuyen durante el proceso de
diferenciacion. En cambio, se observa un aumento de niveles de proteinas inhibidoras
de ciclo en cada ronda de division para favorecer la salida de ciclo y determinacion
fenotipica. Con todo, se ha establecido una importante relacibn de proteinas
reguladoras de ciclo con la determinacién fenotipica aunque futuros estudios permitiran

conocer la funcionalidad y control exacto.

3.1.2 — Via de Notch

El control del estado de proliferacién también viene regulado por otras vias de
sefalizacion como la via de Notch. Estudios en Drosophila melanogaster han
demostrado que esta via esta involucrada tanto en el control de la proliferacibn como
en la especificacion de los progenitores neurales (Gaiano y Fishell, 2002; Corbin y col.,
2008).

En roedores, la via de sefializacion de Notch estd compuesto por cuatro
receptores de membrana (Notch 1-4) y cinco ligandos clasicos (Delta-like 1,3,4 y
Jagged 1,2). Tanto los receptores como los ligandos son proteinas transmembrana que
permiten la sefializacion entre células adyacentes mediante contacto directo. La union
del ligando con el receptor provocan el procesamiento de la porcion intracelular del
receptor por parte de complejos de y-secretasas y la liberacion del dominio intracelular
de Notch (ICD-Notch, del inglés intracelullar domain of Notch). Esta molécula tiene
capacidad para entrar en el nucleo donde es capaz de regular la actividad
transcripcional. La unién de ICD-Notch con complejos de unién al DNA como CBF-1
activa la expresion de genes diana como Hes, uno de los miembros de los factores de
transcripciéon bHLH que posteriormente inhibira la transcripcion de los otros factores de
transcripcion bHLH proneurales (Iso y col., 2003; Selkoe y Kopan, 2003; Yoon y
Gaiano, 2005). En el SNC se expresan los miembros de la familia Hes, (Hes1, Hes3 y
Hes5) especificamente durante el desarrollo embrionario. La activacion de la sintesis
de los genes Hes permite la inhibiciéon de otras proteinas proneurales bHLH como
Mash1 o Ngn. Alteraciones en esta via de sefializacion afectan negativamente al
mantenimiento de los progenitores ya que animales deficientes de las tres proteinas
Hes1/Hes3/Hes5 presentan una diferenciacion prematura debido a una sobreexpresiéon
de proteinas proneurales (Ishibashi y col., 1994; Hirata y col., 2000; Ohtsuka y col.,
2001; Kageyama y col., 2008). La sefalizacion por la via de Notch juega un papel

critico en la regulacion del numero de progenitores neurales durante el desarrollo
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embrionario (Hitoshi y col., 2002; Yoon y col., 2004; Yoon y Gaiano, 2005). Asi pues,
dentro de la ZV, la activaciéon de los receptores de Notch en las células vecinas inhibe
la diferenciacion neuronal mediante la represién de genes proneurales manteniendo
asi el estado progenitor de las células.

Durante la neurogénesis en el telencéfalo, los ligandos de Notch se heredan de
forma asimétrica en las células hijas resultantes de la mitosis de los precursores
neurales de manera que se crea una gran heterogeneidad de precursores dentro de la
misma ZV (Chenn y McConnell, 1995). Ademas, la interrupcién de la sefalizacién de
Notch provoca una alteracion en la neurogénesis estriatal. La eliminacién de Notch 1 en
las primeras etapas neurogénicas causa una alteracion en las neuronas de los
estriosomas. En cambio, las neuronas de la matriz se diferencian correctamente debido
a una compensacion del otro miembro de la familia, Notch3 (Mason y col., 2005). Las
dos observaciones anteriores nos permiten postular que en la ZV de la EGL existen dos
tipos de progenitores: un grupo de precursores con sefalizacidon Notch dependiente
que se dividen asimétricamente para generar neuronas estriosomales y un grupo
celular con sefializacion Notch independiente que se dividen asimétricamente para
generar neuronas de la matriz (Corbin y col, 2008). En estos progenitores, la via de
Notch actua mediante una inactivacion de ICD-Notch y su posterior unién a Deltex
(DTX) que tras traslocarse al nucleo regulan genes diferentes a los regulados por el
complejo CBF-1 (Martinez-Arias y col., 2002). Resumiendo, la respuesta selectiva de
los progenitores a la via de Notch explicaria la activacion diferencial de factores de

transcripcién que estan implicados en la determinacion terminal de los progenitores.

3.2 - CONTROL DE LA DIFERENCIACION CELULAR

Los progenitores neurales daran lugar, mediante procesos de determinacion y
posterior diferenciacion, a las diferentes estirpes que constituyen el cerebro adulto:
neuronas, astrocitos y oligodendrocitos. Diferentes mecanismos intrinsecos (factores
de transcripcidon y modificaciones epigenéticas del ADN) y mecanismos extrinsecos
(factores extracelulares con su correspondiente activacion de la maquinaria intracelular)
actuan en los progenitores para orquestar el proceso de diferenciacion neural
(Guillemot, 2007). Los procesos de proliferacion permiten el aumento de los
precursores de las vesiculas telencefalicas. EI mantenimiento y la diferenciacion de los
precursores depende de las combinaciones de factores de transcripcion que tienen
capacidad de actuar a dos niveles: primero inhibir los factores proliferantes citados
anteriormente y segundo activar genes especificos de neuro o gliogénesis (Dang y col.,
2006).
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Durante el desarrollo embrionario de los animales vertebrados, los diferentes
tipos celulares se generan en un momento determinado durante el desarrollo
embrionario: primero se generaran las neuronas durante las etapas embrionarias y
posteriormente, y ya en edades postnatales, se diferenciaran los astrocitos y los

oligodendrocitos (Bayer y Altman, 1991) (figura 9).

Etapa proliferativa Etapa neurogénica Etapa gliogénica

E8.5 E13.5 PO

FIGURA 9: Secuencia temporal en la generacion de los astrocitos y neuronas. Las células de las
diferentes estirpes se generan a partir mismos progenitores que se amplifican durante las etapas
tempranas de la embriogénesis. A medida que avanza el desarrollo sobre los dias de gestacion E13,5
hasta E16,5 se generan las neuronas. Y ya en etapas mas tardias de la embriogénesis, desde E17,5 hasta
edades postnatales, tiene lugar el nacimiento de las estirpes gliogénicas, tanto glia como oligodendrocitos.

Imagen modificada de Hirabayashi y Gotoh, 2005.

El hecho que las tres estirpes neurales se generen separadas en el tiempo
permite postular la presencia de distintas poblaciones de precursores en la ZSV que
controlarian la generacion de los diferentes fenotipos. En cambio, mediante estudios
clasicos de cultivos celulares clonales y la observacion microscopica a largo tiempo, se
describié que los progenitores, en estado proliferante, ya se determinaban para ser
neuroblastos o glioblastos. Esta especificacion viene determinada, principalmente, por
la distribucién asimétrica de receptores de Egf (del inglés epidermal growth factor) y su
capacidad de respuesta a este mitdbgeno. Por lo tanto, las células madre
multipotenciales alteran sus propiedades a lo largo del desarrollo especificando asi las
estirpes celulares antes de la actuacion de determinados factores de transcripcion
(Qian y col., 2000). Tras esta especificacidbn de los progenitores, se facilitara la

diferenciacion terminal para generar las células neurales adultas.
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3.2.1 - Neurogénesis

El telencéfalo originara diferentes tipos de neuronas dependiendo de la
localizacion de los precursores. Como ya se ha descrito anteriormente, en el pallium se
generan mayoritariamente neuronas de proyeccion excitatorias glutamatérgicas que
poblaran las diferentes capas de la corteza cerebral. En cambio, a partir del subpallium
se generaran neuronas GABAérgicas inhibitorias que formaran las poblaciones de
neuronas de proyeccion de los ganglios basales y las interneuronas que migraran hacia
otras areas del telencéfalo (Parras y col., 2002). Con tal de conseguir esta especificad
de diferenciacion, es necesario establecer mecanismos correctos para asegurar una
supervision exhaustiva.

Durante el proceso de especificacién neurogénica, la familia de factores de
transcripcion  proneurales bHLH ejerce un control en el proceso de
especificacion/determinaciéon de la estirpe neural a la que se diferenciaran los
progenitores. Muchas proteinas reguladoras de la neurogénesis presentan estos
dominios caracterizados por poseer un motivo estructural en forma de dos hélices a
conectadas por un Jloop que permite su dimerizacion y posterior union al ADN. Las
proteinas proneurales que contienen los motivos bHLH son Mash1, Ngn1 y 2, NeuroD
entre otras. En las primeras etapas de neurogénesis, estas tres proteinas proneurales
se expresan a bajos niveles debido a represién ejercida por las proteinas Hes. A
medida que avanza la diferenciacion neuronal, los niveles de proteinas bHLH
aumentan debido a una inhibicién de la via de Notch por parte de la proteina Mash1
originando una disminucién de la familia de proteinas Hes (Casarosa y col., 1999). La
expresion espacial de estos factores de transcripcion se restringe a los progenitores de
la ZV y ZSV. Una vez se les induce la salida de ciclo a estas células, abandonan estas
zonas dejando de expresar las proteinas bHLH en la ZM. Se postula que la expresion
de estas proteinas en los precursores induciria la diferenciacion en dos etapas:
induciendo la salida de ciclo celular de los progenitores y activando proteinas
diferenciacion neuronal. Asi pues, estas células que abandonan el ciclo celular pueden
ser tanto progenitores de glia como neuronales; sera la activacion de diferentes
proteinas pro-neuronales las que facilitaran la diferenciacién terminal. La expresion de
las proteinas de la familia bHLH es especifica de las regiones telencefalicas. Mientras
Ngn1y 2 se expresan en la ZV del telencéfalo dorsal, donde se generan las neuronas
glutamatérgicas, la proteina Mash1 predomina en el telencéfalo ventral. Esta
especificidad proteica nos permite concluir que cada tipo celular esta controlado por
una cascada de factores de transcripcion especifica. (Wilson y Rubenstein, 2000; Ross

y col., 2003; Osoério y col., 2010). En el caso del desarrollo del subpallium, se ha
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observado que los animales deficientes en Mash1 presentan una reducciéon en el
numero de las interneuronas GABAérgicas de la corteza mientras que los progenitores
presentan ciclos celulares mas largos (Casarosa y col., 1999; Nieto y col., 2001). A
pesar de estas observaciones, aun no se ha determinado qué factores reguladores de
ciclo podrian estar controlados por Mash1 para inducir esta salida de ciclo. En cuanto a
la induccion neurogénica por parte de Mash1, se ha descrito que activa directamente la
transcripcién de genes neruogénicos tales como la familia NeuroD/Nex (Farah y col.
2000; Poitras y col, 2007; Long y col., 2009) o la familia DIx, del inglés distal less
genes, los cuales estan altamente implicados en la diferenciaciéon estriatal (Anderson y
col., 1997; Einsenstat y col., 1999). El factor de transcripciéon Mash1 puede unirse a la
region intergénica de DIx1 y DIx2 para activar la transcripcion génica de estas proteinas
(Poitras y col., 2007). A pesar de esta relacién directa de regulacion génica, el animal
deficiente de Mash1 presenta un aumento de niveles de las proteinas de la familia DIx
(Fode y col., 2000; Yun y col., 2002). Este sorprendente resultado viene explicado por
un efecto no autbnomo que la proteina Mash1 ejerce durante el desarrollo. La ausencia
de Mash1 durante el desarrollo provoca una alteracién de la via de Notch originando la
salida de ciclo prematura y posterior activacion de las proteinas de diferenciacion
neuronal (Casarosa y col., 1999; Yun y col., 2002). La alteracién de una proteina puede
producir una alteracion de la neurogénesis debido a la activacion de las multiples vias
colaterales de tal manera que se observen resultados diferentes a los esperados.

Tras la especificacion neuronal de los progenitores es imprescindible la
expresion de otros factores neurogénicos que permitan la diferenciacion terminal. En el
desarrollo de la EGL, encontramos un grupo de proteinas englobados en la familia DIx
que presentan la capacidad de activar el promotor del gen que codifica la enzima
responsable de la sintesis de GABA (Panganiban y Rubenstein, 2002). Sin embargo,
esta activacion de promotor no es exclusiva e imprescindible ya que animales
deficientes en los dos miembros de la familia, DIx1/2, presentan neuronas
GABAérgicas (Anderson y col., 1997). Los otros miembros de la familia, DIx5/6 , incluso
las proteinas bHLH, como Mash1, puedan estar regulando directamente el promotor de
este enzima (Poitras y col., 2007). Asi pues, queda demostrado que durante la
diferenciacidon neuronal del subpallium, son necesarias multiples vias de sefalizaciéon
para conseguir una correcta neurogénesis. Ademas de la regulacién sobre el promotor
del enzima sintetizador de GABA, los miembros de la familia DIx regulan su expresion
entre ellos. Es decir, una vez iniciada la expresioén de DIx1/2 es capaz de controlar sus
propios niveles de expresion y activar la expresion de los miembros DIx5/6 que estan
implicados en etapas de diferenciaciéon mas tardias (Zerucha y col., 2000; Poitras y col.,

2007). Estudios posteriores, demuestran que estas proteinas también estan implicadas
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en la especificacion de otros tipos neuronales como oligodendrocitos (Ghanem y col.,
2007; Petryniak y col., 2007) e, incluso, en la migracién de los neuroblastos con la
finalidad de conseguir la localizacion final (Cobos y col., 2007; Le y col., 2007).

La diferenciacion terminal de los neuroblastos viene determinada por la accién
de nuevos factores de transcripcion. En el caso de las neuronas sustancia P, las
proteinas de la familia DIx activan otros genes como el que codifica para la proteina
Ebf-1 (Lobo y col., 2008) con la finalidad de conseguir la neurona madura deseada. En
cambio, los factores de transcripciéon involucrados en la diferenciacién de las neuronas
de proyecciéon encefalina positivas son diferentes. En sistemas in vitro se ha descrito
que un factor de transcripcién llamado lIkaros se une directamente al promotor de la
encefalina (Dobi y col.,, 1997). Aunque el mecanismo de accién de lkaros y su
funcionalidad en el SNC no se conocen, en la presente tesis se describe el papel
neurogénico que presenta esta proteina. Asi mismo, también se estudia la accién de
otro miembro de la familia, Helios, en el desarrollo del SNC. Al observar la complejidad
del sistema de diferenciacion queda patente que el estudio de las vias implicadas se

complica al existir un entramado de vias que todas ellas estan interconectadas.

Los factores de transcripcion anteriormente citados, a parte de potenciar la
diferenciacién neurogénica, actuan alterando los procesos de diferenciacion del resto
de estirpes neurales. Por poner un ejemplo, Ngn1 inhibe la diferenciacion astrocitaria

por mecanismos colaterales facilitando la diferenciacion neuronal (Sun y col., 2001).
Con la finalidad de esquematizar todo el proceso de diferenciacion neuronal, en

la figura 10 se representa el entramado de algunas de las proteinas que participan en

la diferenciacion de las neuronas tanto del pallium como del subpallium.

37



INTRODUCCION

Hes
Ngnil/2
. AN

-t “ ‘?l
- Mash1 ="~ ~. ' a

\ ‘s a

. N

= DIx1/2 /
es \
DIx5/6

Astrocitos

Ebf-1 Ikaros

\-N J

euroblastos

FIGURA 10: Vias de senalizacién implicadas en la neurogénesis del telencéfalo. Los factores de
transcripcion bHLH como Mash1 activan directamente los factores de transcripcién de la familia DIx que
inducen la diferenciacion neuronal (flecha azul). En la ZM, otros factores como Ebf-1 e lkaros participan en

la diferenciacién neuronal terminal. De manera paralela, estos factores inhiben la diferenciacién astrocitaria

sin conocerse bien el mecanismo de accion (flecha roja discontinua).
3.2.2 - Astrogénesis

La diferenciacion astrocitaria tiene lugar en etapas mas tardias del desarrollo
embrionario, principalmente, en edades peri o postnatales en animales roedores (Bayer
y Altman, 1991). Los estudios de los mecanismos de diferenciacién de los astrocitos se
han llevado a cabo principalmente en la corteza debido a su facilidad de cultivo
experimental y la diferenciacibn neurogénica secuencial. La falta de marcadores
especificos para astrocitos inmaduros dificulta, en gran medida, el estudio de la
astrogénesis. Se han descrito diversas sefiales que inducen una especificacion del
fenotipo glial y pueden actuar tanto a nivel de cascadas de sefalizacion como
activando directamente el promotor de GFAP (del inglés, glial fibrillary acidic protein)
(Guillemot y col., 2007).

Los progenitores de la ZV deben encontrar sefiales diferentes con tal de formar

un tipo celular u otro. EI cambio de competencia de los progenitores, junto con el
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cambio de sefales extracelulares, facilita la diferenciacion astrocitaria. (Miller y
Gauthier, 2007). Entre las sefiales que inducen la especificacion glial encontramos
sefiales como las BMPs o factores de crecimiento como Fgf, Egf, CNTF (del inglés
cillliary neurotrophic factor) o la via de Notch. La union de los dos primeros morfégenos
a sus receptores activan la via de Smad que, finalmente, actuara junto a la via
JAK/STAT para activar la transcripcion del gen GFAP (Dore y col., 2009). En cambio,
Egf y CNTF al unirse a sus receptores activan la via JAK/STAT, la via primordial para la
activacion de la diferenciaciéon astrocitaria y la inhibicién de la neuronal (Guillemot,
2007). Tras la unién de las diferentes sefiales al receptor, se activa la transcripcion del
gen GFAP y se induce la diferenciacion de los precursores hacia astrocitos (Bonni y

col., 1997; Nakashima y col., 1999) (figura11).
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FIGURA 11: Esquema representativo de las vias de sefalizacion implicadas en la diferenciacion
astrocitaria. Los factores extrinsecos BMP o Fgf, en etapas perinatales del desarrollo, activan la via Smad
para activar la transcripcién del gen GFAP. Otra via de activacién de la transcripcién de este gen, la via

STAT, se activa tras la unién de CNTF y Egf a sus receptores.

En primer lugar, cabe destacar el hecho que las mismas sefales pueden activar
diferentes vias de sefializacién dependiendo de la edad embrionaria a la que actuan.

Asi pues, las BMPs durante etapas tempranas activan la diferenciacién neuronal, en
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cambio, en edades perinatales las mismas sefiales activan la via de Smad y JAK/STAT
(Nakashima y col., 1999). También puede ocurrir que los niveles de determinados
factores tréficos varien dependiendo de la etapa embrionaria como ocurre con la
sefializacion por Fgf. Tras las etapas de neurogénesis, aumentan los niveles de este
morfégeno con tal de activar la via Smad y actuar a nivel de JAK/STAT facilitando la
activacion astrocitaria (Qian y col., 1997). O, en el caso de la sefializacion por Egf, no
varian los niveles del factor sino que hay una distribucion asimétrica del receptor en los
progenitores. De esta manera, s6lo las CPIl que presenten niveles altos del receptor
tendran capacidad de responder a Egf y CNTF y activar consecuentemente la via de
sefalizaciéon JAK/STAT (He y col., 2005). Por ultimo, una activacién constante de la via
de Notch, altamente involucrada en el control de la especificacién neuronal, permite
que los precursores se mantengan durante mas tiempo en proliferacion y lleguen a

etapas perinatales, favoreciendo la diferenciacion astrocitaria (Tanigaki y col., 2001).

3.2.3 — Oligodendrogénesis

Los oligodendrocitos, células gliales responsables de la sintesis de mielina en el
cerebro adulto, también provienen de los precursores neurales localizados en la VZ y
SVZ del subpallium. A diferencia de las neuronas y los astrocitos, los precursores de
los oligodendrocitos estan localizados en la zona ventrolateral y dorsal del telencéfalo
(Kessaris y col., 2006). Entre los factores implicados en la generacién de las células
oligodendrogliales, encontramos el factor Shh, y los factores de crecimiento Fgf y
PDGF (del inglés platelet-derived growth factor). La union de Shh al correspondiente
receptor de las CPI en la regidon ventrolateral activa la transcripcion de Olig1 y Olig2,
genes de la familia bHLH, que permiten la especificacién oligodendroglial (Alberta y
col., 2001; Nery y col., 2001). Una via independiente de generar oligodendrocitos es la
sefalizacion mediante Fgf2. Aunque no se conoce bien el mecanismo de accion,
estudios con animales deficientes en la sefalizacion de Shh demuestran que una
aplicacion de Fgf promueve la oligodendrogénesis (Chandran y col., 2003). Y, por
ultimo, se ha estudiado ampliamente la accién de PDGF en la proliferaciéon y la
supervivencia de los progenitores oligodendrogliales aunque sin conocerse sin

exactitud el mecanismo de accion (Barres y Raff, 1994).
Tras esta breve descripcion de las vias de sefalizacion involucradas en la

génesis de las diferentes estirpes neurales, podemos intuir la alta complejidad de la

geénesis del cerebro adulto. Muchas de las vias de sefalizacién que actuan controlando
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estos procesos se encuentran interconectadas formando cada una de ellas una ficha

del complejo puzzle que es el desarrollo del cerebro.

3.3 - MIGRACION CELULAR

El dltimo paso del proceso de la formacion del cerebro es que las células
consigan su localizacién final. En el subpallium, las neuronas de proyeccién originadas
en la EGL migran radialmente a través de la ZM para ocupar la zona de diferenciacion
terminal y finalizar su proceso de diferenciacién. En cambio, las interneuronas de la
EGM y de la EGC migran tangencial y dorsalmente con el objetivo de llegar a su

posicion final: estriado, corteza y bulbo olfatorio (Chédotal y Rijli, 2009) (figura 12).

Progenitores

Interneuronas
inmaduras

Neuronas de proyeccion
inmaduras

Migracion radial

Migracion tangencial

EGL
EGM
FAY,

FIGURA 12: Esquema de migracion de los precursores neuronales. Las interneuronas generadas
desde la EGM migraran tangencialmente para ocupar la ZM de la EGL. En cambio, las neuronas de

proyeccion originadas de la EGL migraran radialmente con tal de formar el estriado adulto.

Existen muchas evidencias que indican que el proceso de migracion de las
células diferenciadas esta guiado por numerosas moléculas con capacidad de difusion
y proteinas que pertenecen a diferentes familias como las semaforinas, neuregulinas y
quimoquinas (Marin y col., 2001). Hay numerosos trabajos que se centran en la
migracion de los componentes celulares de la corteza debido a su facil organizacién.

En cambio, la migracion en el subpallium esta menos descrita aunque se postula que
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mecanismos similares estarian involucrados en el control de la migracion intrinseca en

esta area.

Las neuronas de proyeccion de la corteza migran radialmente para conformar la
corteza adulta. Se han descrito dos mecanismos de migracion segun la edad de
nacimiento de las neuronas. Durante las primeras etapas de migracién, los precursores
neuronales avanzan a lo largo de la corteza en formacion mediante una translocacion
del soma que permite el desplazamiento. En este tipo de migracion es de vital
importancia la maquinaria de los filamentos intermedios. Estos facilitan que los
precursores neuronales se sometan a un proceso de torcimiento y estrechamiento para
facilitar el avance (Miyata y Ogawa, 2007). En etapas mas tardias de la diferenciacion,
los precursores neuronales abandonan esta alteracion somatica y utilizan las guias que
la glia radial ha formado durante el proceso del desarrollo (Rakic, 2007). Los
requerimientos para controlar este tipo de migracion son sustancialmente diferentes. El
hecho que los precursores necesiten estar en contacto directo con las prolongaciones
de la glia radial hace que la expresion de proteinas como integrinas tomen gran
importancia (Schmid y col., 2004). Asi pues, el mecanismo de regulacion de cada uno

de los tipos de migraciones variara segun las caracteristicas de migracion.

El control de la migracion tangencial de las interneuronas a partir de las
eminencias ganglionares presenta una regulacion diferente. A nivel celular, las
interneuronas desarrollan unas prolongaciones ramificadas que guian la migracion y
facilitaran cambios morfolégicos celulares (Marin y Rubenstein, 2003; Bellion y col.,
2005). Estudios recientes han demostrado que el control de la migracion tangencial de
estas neuronas viene dado por la correcta selecciéon de los procesos de ramificacion y

asi seleccionar la direccion adecuada (Martini y col, 2009).

A pesar que se han descrito algunas vias de sefializacién, el mayor problema
que afronta el estudio de la migracion es discernir si los factores implicados estan
actuando a nivel de la migracién o a nivel de la especificacion y diferenciaciéon celular.
Ademas, también se postula si el proceso de migracién esta debido a la actuacion de
factores de transcripcion de manera autébnoma o, en cambio, es el nicho celular el que

guia y controla todo el proceso de migracién (Chédotal y Rijli, 2009).

Los procesos de diferenciacion neuronal que ocurren durante el desarrollo

embrionario deben constituir la base para poder realizar la terapia sustitutiva que se
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utiliza con el objetivo de curar enfermedades neurodegenerativas como la corea de
Huntington. Con la finalidad de aportar un mayor conocimiento en este campo del
desarrollo embrionario, en la presente tesis nos hemos centrado en el estudio de los
factores de transcripcion de la familia |karos durante la embriogénesis del nucleo

estriado en animales roedores.
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OBJETIVOS

El objetivo general de esta tesis ha sido el estudio de los factores de
transcripcion de la familia lkaros durante el desarrollo embrionario del nucleo estriado

en animales roedores. Como objetivos especificos nos planteamos:

1 - Estudiar la implicacion del factor de transcripcion Helios durante el desarrollo de la

EGL:

1.1 Estudios del patrén de expresion durante el desarrollo del estriado.

1.2 Estudio del papel de Helios durante la proliferaciéon y la diferenciacién

neural in vitro.

2 - Estudio de la implicacién del factor de transcripciéon lkaros durante el desarrollo de
la EGL:

2.1 Estudio del patrdn de expresion durante el desarrollo del estriado.

2.2 Estudio del papel de lkaros durante la proliferacion y la diferenciacién neural

in vitro.

2.3 Estudio del mecanismo de accion implicado en la regulacion de

proliferacion y diferenciacion.

2.4 Caracterizar el papel de lkaros durante el desarrollo estriatal mediante la
caracterizacibn de animales deficientes para diversos factores de

transcripcion.

3 - Estudiar la relacién de los factores de transcripcion de la familia Ikaros, entre ellos y
con el resto de vias de sefalizacidon descritas que participan durante el desarrollo

embrionario de la EGL.
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MATERIALES Y METODOS

1 — ANIMALES

Los ratones de diferentes cepas utilizados en la presente tesis han sido
estabulados con acceso a comida y agua ad libitum. Las condiciones de la habitacion
donde residen mantiene a temperatura (19-22 °C) y humedad (40-50%) constantes
siguiendo un ciclo de 12 horas de luz y 12 horas de oscuridad. La estabulacion, el
procedimiento de manipulacion y los tratamientos a los animales fueron debidamente
aprobados por el comité ético de experimentacion con animales (CEEA) local (99/1 de
la Universitat de Barcelona) siguiendo las directrices de la Generalitat de Catalunya
(1094/99) de acuerdo con la Directiva de la Comunidad Europea (86/609/EU).

Para el estudio del estriado en animales salvajes se utilizaron los ratones de la
cepa B6CBA (obtenidos del Laboratorio Charles River, Les Oncins, Francia). También
se utilizaron los ratones transgénicos DIx5/6-Cre-IRES-GFP (Stenman y col., 2003) que
fueron cedidos por el Dr. Campbell de la Universidad de Medicina de Cincinnati (USA).
Los animales deficientes de Ikaros (Ik”") (Wang y col., 1996) fueron cedidos por la Dra.
Georgopoulus del Hospital General de Massachusetts. Los animales deficientes de
DIx1/2 (Qiu y col., 1997) fueron utilizados tras establecer una colaboracion con el Dr.
Rubenstein de la Universidad de California de San Francisco. Los animales deficientes
de Ebf-1(Lin y Grosschedl, 1995) fueron amablemente cedidos por el Dr. Grossched|
del Instituto Max Planck de Alemania. Y, por ultimo, la cepa de animales deficientes de
p21°PWaM fue descrita por Brugarolas y col., 1995. De todas las cepas usadas, los
ratones deficientes para Ebf-1 e Ikaros se estabulan en una habitacion especial libre de
patogenos debido a la inmunosupresion generada por la ausencia de estas proteinas.

Las cepas fueron mantenidas realizando cruces con la cepa de animales
salvajes C57BL/6 con tal de generar cepas congénitas. Las muestras de los animales
fueron extraidos segun las necesidades del experimento tanto a nivel embrionario
como en etapas postnatales. Las edades embrionarias se contabilizan considerando el
dia que se observa el tapdn vaginal post coital como EO,5. En las etapas postnatales, el
dia de nacimiento se considera como PO (dia postnatal 0) y asi se calcula la edad de
obtencion de las muestras de los ratones. Los genotipos de cada animal se estudian a
partir del ADN extraido de cada animal realizando PCR segun el protocolo descrito en
la descripcion de cada cepa de ratén.

En la siguiente tabla se enumeran las caracteristicas de cada cepa de raton

utilizada y la referencia de la descripcion de la cepa.
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Gen diana Mutacion realizada Referencias
Animal knockout con la delecién especifica del locus
DIx1/2 de unién de los genes DIx1 y DIx2 situados en el Qiu y col., 1997
cromosoma 2.
Animal transgénico que expresa el constructo
DIx5/6 bicistronico Cre-recombinasa-EGFP Stenman vy col.,
regulado por el elemento potenciador id6/id5 del gen 2003
DIx5/6.
Animal transgénico en el cual los exones 1-3 del gen Liny
Ebf-1 Ebf han sido sustituidos por una porcién del casete Grosschedl,
PGK incapacitando la expresion del gen. 1995
Animal knockout que presenta una delecion del Wang y col
Ikaros fragmento de 59 pares de base codificantes del exén 7 1996 "
del gen Ikaros.
Animal knockout generado al reemplazar la secuencia Brugarolas
p21 codificantes del gen p21 por un casete de resistencia col 1995y
a neomicina. '

Tabla I: Caracteristicas de las cepas de animales utilizadas.

2 - CULTIVOS CELULARES

Los cultivos celulares que se realizan en esta tesis son cultivos de embriones de
edad E14,5. Ratonas embarazadas en el dia de gestacién E14,5 fueron sacrificadas
por dislocacién cervical y, a continuacién, se realiz6 una incisiébn abdominal con
material de cirugia estéril con tal de extraer los Uteros con sus respectivos embriones.
Las crias se conservaron en tampon fosfato salino estéril (PBS, del inglés phosphate
buffer saline) de pH=7,4 a 4°C para disminuir el metabolismo y mejorar la viabilidad
celular. A continuacion, se decapitaron los embriones y, mediante el uso de la lupa y de
las herramientas de diseccion, se separaron las EGL de los dos hemisferios y se
depositaron el PBS a 4°C hasta realizar el cultivo propiamente dicho. Dependiendo si el
cultivo se realiza en cepas salvajes (Wt) o de cepas transgénicas, las EGL se juntaban
con tal de realizar el cultivo en el primer caso, o bien, se cultivaba por animales
separados hasta conocer el genotipo en el caso de las cepas transgénicas. El
procesamiento posterior dependera del tipo celular que queramos obtener tras la el
cultivo celular. Asi pues, en nuestro caso hemos cultivado las EGL con dos objetivos
diferentes. Uno de los objetivos era obtener progenitores neurales, NSC, y cultivarlos
en forma de neurosferas. También hemos realizado cultivos primarios donde hemos
cultivado las EGL con el objetivo de conseguir células estriatales diferenciadas y poder
estudiar el efecto de nuestros factores de transcripcidbn en un sistema in vitro mas

maduro. A continuacién se describira la metodologia de los dos tipos de cultivos.
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2.1 — Cultivos de neurosferas

Las EGLs se disociaron mecanicamente con una pipeta Pasteur y se sembraron
en flascones una densidad 50.000 células/cm? en un medio estandar compuesto por:
DMEM (Sigma) y F12 (Invitrogen) en una dilucién 1:1 y suplementado con 0,3%
glucosa (Sigma), 0,3 mg/ml glutamina (Invitrogen), 5 mM HEPES (Invitrogen), 100 U/ml
penicilina, 100 mg/ml estreptomicina (Invitrogen), 4 mg/ml de albumina de suero
vacuno (BSA, Sigma), 4ug/ml heparina (Sigma), 1X de suplemento N2 (GIBCO), 10
ng/ml de Egf (Invitrogen) y 20 ng/m de Fgf (Sigma). En estas condiciones las células de
la EGL crecen en forma de neurosferas (figura 12). Las células se mantenian en cultivo
a 37°C y en una atmésfera de 5% CO, y se realizaban pases celulares cada 5 dias
(5DIV; del inglés days in vitro) para evitar que los flascones llegaran a la maxima
confluencia. En cada pase se realizaba una disgregacion mecanica con una pipeta
P100 y las células resultantes de la disgregacién de las neurosferas se contaban con la
camara de Neubauer y se cultivaban de nuevo a una concentracion de 10.000
células/cm? en nuevos flascones con medio estandar con tal de mantener el cultivo
celular. Con estos cultivos podemos realizar diferentes tipos de experimentos segun el
objetivo de estudio. Tanto se puede estudiar la tasa de proliferacion caracteristica de

las células madre como la multipotencialidad caracteristica de estos precursores.

A) CULTIVO DE NEUROSFERAS

F6d--e0e

Embrion E14.5  Diseccion de las EGLs Homogem’zacién Cultivo de neurosferas
celular

B) MEDIO DE PROLIFERACION
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Sobreexpresion Formacion de neurosferas Fijacién de nuerosferas

del factor deseado en medio completo
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C) MEDIO DE DIFERENCIACION 1

O
" 0000,
0,0 ...O —
09,520
00 0g @ +Fgf
(] e’
®
Sobreexpresion Enganche celular en cubres Precursores neuronales
del factor deseado pretatados

MEDIO DE DIFERENCIACION 2

Sobresxpresion Enganche celular Precursores neurenales Precursores neuronales
del factor deseads en cubres pretratados % astrocitarios

FIGURA 12: Protocolos para estudiar la tasa de proliferacion y la multipotencialidad de
diferenciacion de las neurosferas derivadas de la EGL. (A) Las EGLs de los animales de E14.5 se
cultivan en un medio con mitégenos para permitir la formaciéon de neurosferas que se mantiene en cultivo
durante un tiempo indefinido. (B) Tras la transfeccion del factor deseado, las neurosferas se cultivan
durante 3DIV vy, antes de fijarlas, se les aplica un pulso corto de BrdU.(C) Los experimentos de
diferenciacion nos permiten conseguir precursores neuronales o astrocitarios dependiendo de los factores

ex6genos que afadimos al medio de cultivo.

Los estudios de proliferacién nos permiten esclarecer como afecta la presencia

de un factor de transcripcion transfectado en el comportamiento de generacién de
nuevos precursores. En este protocolo, la células se cultivaban con medio estandar en
pocillos de placas P24 en diferente densidad segun si se transfectaba o se infectaba el
cultivo para producir la sobreexpresion (ver apartado siguiente de Materiales y
Métodos). Tras tres dias de cultivo, se afiadia 1nM de BrdU (Sigma) durante 20
minutos para facilitar que este analogo de la Timidina se intercalara en el ADN de
nueva sintesis que se realiza en la fase S. Tras este tratamiento, las células se
adherian en cubreobjetos pretratados con Matrigel (BD Bioscience) durante 10 minutos
con tal de facilitar que las neurosferas se adhirieran a una superficie. Tras esta
adhesion, se fijaban los cubres con paraformaldehido 4% (PFA, Merck) durante 15
minutos y se realizaban lavados posteriores con PBS con tal de proceder la
inmunocitoquimica correspondiente. Posteriormente, y antes de realizar la

inmunocitoquimica, las células fueron tratadas durante 20 minutos con HCI 2N con la
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finalidad de desnaturalizar el ADN y se neutraliz6 la reaccion incubando las células con
Borato Sédico 0,1M a pH= 8,5. Tras este tratamiento, las células ya estaban
preparadas para someterse al proceso de inmunocitoquimica (figura 12B).

En el caso de las neurosferas procedentes de animales k", se realizd una
aproximacion para calcular la tasa de proliferacion de estos precursores. Las
neurosferas provenientes de estos animales fueron cultivadas y se dejaron formar las
neurosferas durante 5 in vitro. La relacion del numero de neurosferas formadas
respecto el nUmero de células totales tras la disgregacién de las neurosferas dara una
estimacion de la tasa de proliferaciéon de estos cultivos.

En cuanto a los estudios de diferenciacién, las células disgregadas se

sembraban en cubreobjetos pretratados con Matrigel tras la transfeccidon o la infeccion
(mirar en cada caso el apartado correspondiente). Tras engancharse las células, se
afiadia el medio de diferenciaciéon 1 (MD1) cuya composicién era idéntica al medio
estandar eliminando el mitbgeno Egf. Tras 3 dias de cultivo, el medio se cambio6 por el
medio de diferenciacién 2 (MD2) que esta compuesto por los mismos componentes del
medio estandar sin mitdgenos pero con un 2% de suero fetal bovino (FBS, del inglés
fetal bovine sreum; GIBCO). De esta manera, tras 6 dias de cultivo, se facilitaba que
los precursores se diferencien a neuronas, astrocitos y a oligodendrocitos. Las células
se fijaban con PFA 4% en cada uno de los cambios de medio (3 y 6 dias in vitro) segun

el objetivo de estudio de cada experimento (figura 12C).

2.2 — Cultivos estriatales primarios

Las EGLs se disociaron mecanicamente con una pipeta Pasteur y se sembraron
en placas de 24 pocillos con cubreobjetos pretratados con 0,1 mg/ml de Poli-D-lisina
(Sigma) a una densidad de 150.000 células/cm?. Las células se cultivaron con el medio
minimo esencial Eagle (MEM, GIBCO-BRL) suplementado con 7,5% FBS (GIBCO),
0,6% D-(+)-glucosa (Sigma), 100 U/ml penicilina y 100mg/ml estreptomicina (Invitrogen)
con el objetivo de conseguir un cultivo mixto de neuronas y astrocitos. Los cultivos se
mantenian en incubadores a 37°C en una atmoésfera que contiene un 5% CO,. Las
células se mantuvieron en cultivo durante 3 dias si se realizaban experimentos de
transfecciones o durante 5 dias si se utilizaban las células para estudiar la
colocalizacién de diversos marcadores neurales. Tras estos dias, las células se fijaron
con PFA 4% preparado con PBS para su posterior procesamiento para realizar las

correspondientes inmunocitoquimicas.
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3 — TRANSFECCIONES E INFECCIONES VIiRICAS

La sobreexpresidbn de las proteinas de interés tanto en los cultivos de
neurosferas como en los cultivos primarios los realizamos mediante la transfeccién de
los plasmidos deseados o, bien, por la infeccion de particulas lentiviricas.

La transfecciéon de los plasmidos en el cultivo de neurosferas se realizd

mediante la técnica de electroporacion. Se uso el protocolo comercial de transfeccion
de NSC de ratdbn de Amaxa Biosystems (Colonia, Alemania). Las neurosferas en cultivo
se disgregaron mecanicamente y, 5 x10° células se transfectaron con 12 ug del
plasmido correspondiente segun indica las instrucciones del fabricante. En los estudios
de sobreexpresiéon de lkaros se utilizé el plasmido pMX-lk1-IRES-GFP que codifica
para la expresion de la isoforma 1 de lkaros (Gomez del Arco y col., 2004). Como
plasmido control se utilizaron 4 pg del plasmido comercial pmax-eGFP (Amaxa) que
codifica para la proteina verde, GFP. Para realizar los estudios de proliferaciéon, se
cultivaron 25000 células/cm? con el medio estandar con mitégenos para facilitar la
formacion de neurosferas. Tras la siembra de células, el procedimiento de pulso de
BrdU y de fijacion se realiz6 tal y como ya ha sido comentado anteriormente. Con estas
células transfectadas también se podian realizar experimentos de expresion génica y
de cuantificacion proteica. En este caso, tras la transfeccion de las células se
cultivaban 55000 células/cm? y se dejaban proliferar durante 3 dias. Tras este periodo,
se recogian y se centrifugaban las células con el fin de conseguir un precipitado celular
que posteriormente se congelaria a -80°C y se procesaria para realizar una PCR a
tiempo real (RT-PCR, del inglés real time polymerase chain reaction) tal y como se
especifica en el apartado correspondiente.

Los estudios de nucleofeccidbn para sobreexpresar la proteina Helios en
neurosferas se realizaron usando el plasmido MSCVneoB-eGFP y MSCVneoB-
HeliosFullLenght-eGFP (Kelley y col., 1998). Para estudiar la diferenciacién de estos
precursores, se sembraron 1500000 células/cm?® debido a los efectos de la
sobreexpresion en estas células. En todos los estudios de nucleofeccidn se conseguian
unos porcentajes alrededor de 50-60% de sobreexpresion.

La sobreexpresion de los plasmidos en los cultivos primarios se realiz6 tanto por
lipofeccion como por infeccion lentivirica dependiendo de los estudios que se
realizaron. Para el estudio de la diferenciacion tras la expresion de lkaros, se utilizaron
0.5 pg de los plasmidos anteriormente citados. Se siguid el protocolo de transfeccion de
la Lipofectamina LTX (Invitrogen) siguiendo las instrucciones del fabricante. La

eficiencia de la transfecciéon era alrededor de 0.5 — 1% de las células del cultivo.
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Al observar la baja eficiencia de transduccion que presentaban los métodos de
transfeccién, probamos a realizar los experimentos de sobreexpresion mediante la

infeccion lentivirica. Asi pues, en los experimentos de sobreexpresion de Helios

infectamos tanto los cultivos primarios como las neurosferas con lentivirus que contiene
el plasmido Helios. El sistema de infeccidn virica esta basado en la transduccion virica
descrita por el laboratorio del Dr. Trono en Salk Institute (Naldini y col., 1996). A partir
del plasmido PRV-IRES-eGFP (Genetrix, Tres Cantos, Madrid) se extrajo el MCS-
IRES-eGFP con la finalidad de introducirlo en el plasmido pRRLsinPPT, vector
necesario para la transduccién lentivirica y formar asi el plasmido pLV-IRES-eGFP.
Para sobreexpresar Helios, el gen Helios humano se extrajo del plasmido SPORT6-
Helios (Invitrogen) y se cloné en el pLV-IRES-eGFP para obtener el plasmido que se
usaria para la infeccion. Con tal de producir los virus, las células embrionarias de rifidn
HEK293T fueron transfectadas por el método de coprecipitacion calcica con un sistema
de tres plasmidos para facilitar la produccion virica: pLV-IREs-eGFP / pLV-Helios-IREs-
eGFP, el plasmido que expresa los genes gag y pol y el plasmido que expresa el virus
G somatitis vesicular. De esta manera, se facilita la formacion de la capsula lentivirica
que permitira transportar el plasmido al interior de la célula que infectara. Durante 3
dias tras la transfeccion, el sobrenadante producido por las células 293T se recogio, se
paso por filtros de 0.45 um de poro y se centrifugé a 22.000 x G durante 90 minutos
para precipitar los virus. Este precipitado celular obtenido se disolvia con una solucion
de 1% BSA vy el resultado ya estaba preparado para el uso posterior. La titulacion
virica (MOI, del inglés multiplicity of infection) se realizaba infectando las células 293T
con estos virus y analizando el titulo de eGFP mediante scanner de las células que
presentan la fluorescencia activada (FACS).

Para el estudio de proliferacién de las neurosferas con Helios sobreexpresado,
se sembraban 13500 células/cm? y se infectaron con los virus pLV-IRES-eGFP o pLV-
Helios-IRES-eGFP con un MOI=5. Tras 3 dias de cultivo, las células se trataban con

BrdU y se seguia el protocolo anteriormente descrito.

4 - RECOGIDA DE MUESTRAS

Las muestras recogidas durante toda esta tesis se realizaron de dos maneras
diferentes segun el experimento que se llevaria a cabo. Los cerebros se extrajeron a
las edades deseadas tras un sacrificio del animal mediante dislocacion cervical. En el
caso de las edades prenatales, los embrionarios se extrajeron mediante una incision

abdominal con material de cirugia estéril. En el caso de edades postnatales, el cerebro
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se extrajo y se manipul6 siguiendo diferentes protocolos segun el experimento a
realizar. En el caso de diseccionar el encéfalo, en este momento se diseccionaban las
areas deseadas de estudio con una lupa con luz fria (Leica) y con material de
diseccion.

Aquel material, tanto prenatal como adulto, destinado para estudiar la expresién
génica por RT-PCR, la expresion proteica por Western Blot, estudio de TUNEL, realizar
hibridaciones in situ o realizar inmunohistoquimicas contra Helios se congel6 en
isopentano enfriado a -80°C durante 1 minuto. Posteriormente el material se guardd a
-80°C en el caso de la expresion génica y proteica y a -20°C en el ultimo caso del
estudio de TUNEL, la hibridacién in situ y la inmunohistoquimica.

Aquel material destinado para realizar inmunohistoquimicas generales se
prefundia con PFA 4% con tal de evitar que en las muestras hubiera restos de sangre y
evitar asi la alta inmunoreactivdad. En el caso de los animales prenatales, los cerebros
se extraian los cerebros y se incubaban a 4°C con PFA 4% durante una noche.
Posteriormente, se mantenian con solucion PBS con sucrosa 10% y azida 0,02% hasta
su posterior procesamiento. En el caso de los animales postnatales, la perfusion se
realizaba a través del ventriculo cardiaco izquierdo. Tras la perfusion, se extrajeron los
cerebros y se incubaron durante toda la noche en PFA 4% a 4°C y se mantuvieron en
sucrosa 10% en PBS en azida 0,02% hasta su final procesamiento.

Aquel material destinado para las hibridaciones in situ, TUNEL e
inmunohistoquimicas se utilizd para realizar cortes histolégicos coronales con el
cirostato (Leica). Tras congelar los cerebros con isopentano enfriado a -80°C, se
montaron los cerebros con OCT (Tissue-Tek) con tal de montar la muestra para ser
cortada en el criostato. Los cerebros de los animales prenatales y postnatales hasta
P15 se cortaron a 14 ym y los cortes se enganchaban en portas tratados con -3-
aminopropil-trimetoxi-Silane (Sigma). De esta manera se evitaba la presencia de
grasas y facilitar la adherencia y posteriormente se conservaban a -20°C hasta la
realizaciéon de los experimentos. Los cortes de los cerebros de los animales adultos se
realizaron a 30 um y los cortes se guardaron en placas con 96 pocillos con PBS-0,02%

azida a 4°C hasta realizar el experimento.

5 — EXPERIMENTOS DE EXPRESION GENICA
La expresion génica se analizé en muestras de: EGL de animales a diferentes
estados embrionarios y NSC provenientes de los ensayos de neurosferas tanto en

estado proliferante como en estado de diferenciaciéon. Tras la obtencién de la materia
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prima, ésta se congelaba a -80°C para evitar la degradacion del RNA hasta el momento
de realizar el experimento. Primeramente, se extrajo el RNA de las muestras tal como
indica las instrucciones del kit comercial Nucleospin Il Kit (Macherey-Nagel). A
continuacion, se sintetizé el ADN complementario (ADNc) necesario para el analisis por
RT-PCR a partir de 500 ng del RNA total obtenido. El kit utilizado para tal efecto era el
kit comercial StrataScript® First strand cDNA Synthesis System (Stratagene). La
sintesis de ADNc se realiza siguiendo las instrucciones del fabricante a 42°C durante
60 minutos en un volumen final de 20 pl. Una vez sintetizado se analiza la expresion
génica realizando una PCR utilizando los ensayos de expresidn génica comerciales
TagMan (Applied Biosystems) que se detallan en la tabla Il. La RT-PCR se realiza en
placas de 96 pocillos utilizando un volumen final de 25 pl. La solucién utilizada contiene
12,5 yl de Brilliant Q-PCR Master Mix (Stratagene), 1,25 yl de TagMan Gene Expresion
Assays y 0,4 yl de ADNc. Con tal de facilitar la reaccion se siguieron los siguientes
ciclos: una inicial desnaturalizacién a 95°C durante 10 minutos, seguida de 45 ciclos de
una PCR de dos pasos: 95°C durante 30 segundos y 60°C durante 1 minuto. Para el
andlisis de la expresion génica, se realizaron utilizando la versién 3.0 del software de
analisis MxPro™ Q-PCR (Stratagene). La cuantificacién se realiza mediante un analisis
cuantitativo comparativo expresado como n veces la diferencia de expresion relativa
respecto al control, el caso de las células, o respecto a la edad mas temprana en el
caso del andlisis de las muestras de cerebro. En este caso, todos los resultados se
analizan respecto al gen normalizador, la subunidad 18S del acido ribonucleico (ARN)
ribosémico, con tal de relativizar la cantidad de ARN de cada muestra con un gen
control.

Todos los ensayos de PCR se plantean utilizando replicados de cada muestra y
analizando un minimo de 3 experimentos independientes. Asi pues, los datos utilizados
para el posterior analisis estadistico seran aquellos que muestren resultados
consistentes tanto en las sondas de los genes estudiados como los resultados del
normalizador. Los controles negativos utilizados con el fin de excluir la contaminacién
por ADN gendmico se obtienen omitiendo la transcriptasa reversa en el paso de la
sintesis del ADNc. De esta manera, las muestras se someten al proceso de sintesis de

ADNCc sin el enzima responsable de tal sintesis.
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Gen Sonda Tagman®

18S RNA Hs99999901_s1 +
Delta1 (DII1) MmO00432841_m1 +
Deltex1 (Dtx1) MmO00492297_m1 +
DIx2 MmO0043827_m1
GFAP MmO00546086_m1 +
Helios MmO00496108_m1
Hes1 Mm00468601_m1 +
Hes5 MmO01266490_g1 +
Ikaros1 (Zfpn1a1) MmO01187878 m1
Jagged (Jag1) Mm00496902_m1
Mash1 (o Ascl1) Mm01228155 g1 -
Notch1 Mm00435245_m1 +
Notch3 Mm00435270_m1 +
RBP-J-k (Rbpsuh) MmO00770450_m1 +

Tabla ll: Sondas Taqman® utilizadas en los experimentos de RTPCR, indicando la referencia comercial.

6 — ANALISIS DE EXPRESION PROTEICA (WESTERN BLOT)

La expresion proteica se analizé en dos tipos de muestras: EGL a diferentes
edades embrionarias y neurosferas en proliferacion tras la sobreexpresion del plasmido
deseado. Para la deteccién de la proteina Ikaros durante el desarrollo embrionario del
estriado, muestras de EGL y estriado de E18,5 y P15, respectivamente, fueron
diseccionados y lisados con el tampén RIPA (150 mM NaCl, 50 mM Tris-HCI, 1 mM
EDTA, 1TmM EGTA, 1% Triton X-100, 0,1% Dodecil sulfato sédico, 0,5% deoxicolatode
sodio, TmM PMSF, 10 pg/ml aprotinina, y 1ug/ml leupeptina). Las muestras fueron
homogenizados pasandolas entre 5-6 veces por una aguja de insulina en el tampon
para facilitar la lisis celular. Posteriormente, la soluciéon se centrifugd y las proteinas
que se localizaban en el sobrenadante se cuantificaron con tal de realizar la
inmunoelectrotransferencia o Western Blot. 30 ug de proteina se cargaron en el gel de
de electroforesis de poliacrilamida (SDS-PAGE) al 7.5% y se separaron a una
resistencia de 30 mA durante aproximadamente 1 hora y media. Las proteinas
separadas en el gel se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa Immobilon-P
(Whatman, PROTMAN) a 100 V durante 1 hora y a 4°C para evitar el excesivo
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calentamiento de la muestra. Una vez terminada la transferencia, se comenz6 a realizar
la inmunotincion incubando durante 1 hora, y en agitacion, con una solucion de bloqueo
compuesta por TBS-T (150 mM NacCl, 20 mM Tris.HCI pH=7.5 y 0,05% Tween.20) con
un 3% de leche en polvo libre de grasas. A continuacién, la membrana se incubd
durante toda la noche a 4°C con el anticuerpo primario de lkaros tal y como se describe
en la tabla 3 de anticuerpos. Al dia siguiente se realizaron 3 lavados de 10 minutos con
TBS-T para eliminar el anticuerpo primario sobrante. Posteriormente, se incubd la
membrana con el anticuerpo secundario contra ratén IgG HRP-conjugado (Promega)
en una dilucion 1:1000 en TBS-T durante 1 hora en agitacién a temperatura ambiente.
Tras tres lavados mas con TBS-T, la membrana se incubd con la solucién reveladora
ECL (Bioscience Europe GMBH) durante 1 minuto a temperatura ambiente y
posteriormente se expuso a una pelicula con tal de proceder al revelado de la
membrana.

Para la deteccion de las proteinas reguladoras de ciclo celular p21©"™Waf p27KP1
Kip1 y Notch1 procesado (IC-Notch) el precipitado celular de neurosferas proliferantes
transfectadas con lkaros se homogenizé con el tampén de lisis compuesto por 0,2%
SDS en 80 mM Tris-HCI pH=6,8. Tras la cuantificacién proteica, 20 ug de proteinas se
cargaron en un gel de electroforesis SDS-PAGE al 12% y se separaron a una
resistencia de 30 mA durante 2 horas aproximadamente. Tras la migracion, las
proteinas se transfirieron a una membrana Immobilon P y a continuacién, la membrana
de bloqued y se incubo con los anticuerpos tal y como se describe en la tabla 3. El
revelado de la misma se realiz6 tal y como se describe anteriormente.

Cada experimento cuantificacion proteica de repiti6, al menos, en 3
experimentos independientes. El control de carga de cada una de las membranas se
realizaba incubando la membrana analizando los niveles de tubulina y su
correspondiente anticuerpo secundario. Para realizar una estimacion relativa de los
niveles de las proteinas, se realizacion una lectura densiométrica de las bandas de la
pelicula. Para esto, se escanearon las peliculas fotograficas y se analizaron utilizando

el programa GelPro Analyzer version 4.0.

7 - ENSAYOS DE MUERTE CELULAR (TUNEL)

El estudio de deteccidén de células en proceso de muerte celular lo realizamos
utilizando la técnica de TUNEL (Tdt-mediated dUTP nick end labelling, PROMEGA).
Esta técnica esta basada en la accion de la enzima transferasa terminal, TdT, la cual

cataliza la adicién de nucleétidos (dUTPs) marcados con una molécula fluorescente, la
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fluoresceina, en los extremos 3’ libres del ADN, hecho que permite detectar la
fragmentacion del ADN producida por la muerte por apoptosis.

Las muestras donde se estudi6 la muerte celular eran cerebros de animales Wt
y animales |k” y neurosferas transfectadas en estado de diferenciacion tras 3 dias de
protocolo. Los cerebros fueron extraidos y congelados como se comenté en el apartado
anterior dentro de esta misma seccioén. En el caso de las neurosferas, tras 3 dias de
diferenciacién, se fijaron con PFA 4% para su posterior procesamiento. En ambos
casos, el procesamiento se realizd tal y como indican las instrucciones del fabricante.
Tras la reaccion se podra observar fluorescencia en aquellas células que han iniciado

el programa de muerte celular.
8 — HIBRIDACIONES IN SITU
Durante la presente tesis se han realizado diversas hibridaciones in situ con el objetivo
de analizar la expresion de diferentes ARN mensajero (ARNm): lkaros, encefalina,
sustancia P, DIx2, DIx5 y Ebf-1. A continuacion se describe el protocolo seguido para

llevar a cabo cada experimento.

1. Hibridacion in situ para detectar |karos durante el desarrollo embrionario:

La distribucién de lkaros se estudié en animales a las edades E12,5, E14,5, E16,5 y
E18,5. Las secciones coronales de 14 ym se procesaron para realizar una hibridacién
in situ radioactiva tal y como se describe en Marco y col., 2002. La sonda utilizada se

describe en la tabla Il y se referencia como lkaros1.

2. Hibridacioén in situ para detectar |karos y Helios en animales deficientes para DIx1/2:

La distribucién de lkaros en los animales deficientes para DIx1/2 se analizd en
embriones de E18,5. Se realizaron secciones coronales de 20 uym y se realizé la
hibridacion in situ utilizando ribosondas de digoxigenina tal y como se describe en
Schaeren-Wiemers y Gerfin-Moser, 1993. Las sondas utilizadas se describen en la
tabla lll.

3. Hibridacioén in situ para la deteccién de encefalina y sustancia P:

Las secciones coronales de animales Wt y |k” de las edades P3 y P7 fueron
procesados por hibridacion in situ radioactiva tal y como se describe en Marco y col.,
2004. Las sondas de oligodesoxirribonucleétidos utilizadas se describen en la tabla Ill.

La cuantificacion de la expresion de encefalina y sustancia P se realiz6 segun describe

Pineda y col., 2005. Secciones consecutivas (23-29 secciones por animal) se
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escanearon y los niveles de ARNm se analizaron utilizando el programa ImageJ
(National Institute of Mental Health, Bethesda). La intensidad se cuantifica en un area
cuadrada de 152,4 um? y la sefial de fondo del area adyacente fuera del encéfalo fue
sustraida. Los resultados son expresados como media de diferentes animales y las

barras de error representan el error estandar de la media.

4. Hibridacion in situ para la deteccién de la expresiéon de DIx2, DIx5 y Ebf-1:

Para analizar la expresion de DIx2, DIx5 y Ebf-1 se utilizaron animales Ik”" y animales
Wt a la edad de E15,5. Tras la obtencién y procesamiento del material, se realizaron
cortes coronales de 20 um y se realizé la hibridacioén in situ tal y como se describe en

Flames y col., 2004.

Plasmido Tamano de la | Distancia desde Fuente
sonda extremo 3’

Ikaros1 44 93-137 OPERON
Encefalina 29 513-542 Applied Biosystem
Sustancia P 47 223-270 Isogen Bioscience

DIx2 29 513-542 OPERON

DIx5 44 93-137 OPERON

Ebf-1 47 223-270 OPERON

Tabla lll: Secuencia nucleotidica de las sondas utilizadas en las hibridaciones in situ.

9 — ESTUDIOS DE PROLIFERACION CELULAR IN VIVO

Con tal de estudiar si la ausencia del factor de transcripcion Ikaros afectaba la el
proceso de neurogénesis, realizamos dos aproximaciones experimentales. En la
primera, queriamos estudiar si la ausencia de |Ikaros afectaba de alguna manera a la
proliferacion de los precursores neurales localizados en la ZSV de la EGL. A ratonas
gestantes en el 14 dia de embarazo se le inyect6 intraperitonealmente BrdU a 50
mg/Kg en una solucién isoténica de NaCl 0,9% durante 30 minutos. Tras este periodo,
se extrajeron los cerebros de los embriones y se procesaron para inmunohistoquimica
tal y como se ha descrito anteriormente. De esta manera, podiamos observar las
células que habian incorporado BrdU indicandonos células que estaban en la fase S
del ciclo celular. La segunda aproximacién era observar si la ausencia de Ikaros
afectaba a los progenitores que abandonan el ciclo celular. Para tal objetivo, a

diferentes ratonas gestantes a E12,5, E145 y E16,5 se les inyect6 BrdU
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intraperitonealmente y se extrajeron y procesaron los embriones a E18,5. Sdlo las
células que hayan salido de ciclo en el momento de la inyeccidén podran retener el BrdU
y ser positivas. Todos los progenitores que sigan proliferando terminaran diluyendo el
BrdU resultando presentar una tincion negativa. A continuacion, se presenta un
esquema representativo del proceso de inyeccion de BrdU en los denominados

experimentos de pulso largo de BrdU.

A

L| PULSOLARGOETZ5 | %
[ | [ PUSOLARGOEME ] L
¥ !

| L [PULSCLARGOET6S] S

!

f s

E12.5 E14.5 E16.5 E18.5

FIGURA 13: Esquema de los tratamientos con BrdU disefado para detectar la neurogénesis en los
diferentes estadios del desarrollo del estriado. Se administra BrdU intraperitoneal a las hembras

gestantes en las diferentes etapas del desarrollo y los embriones se analizan a E18, 5.

Tras la obtencion de los cerebros, su posterior fijaciéon y cortes al criostato, las
secciones se incubaron en HCI 2N durante 20 minutos a 37°C para desnaturalizar el
ADN. Posteriormente se neutralizd el efecto del 4cido incubando los cortes con una
solucién de borato sodico 0,1 M a pH=8,5 durante 20 minutos a temperatura ambiente.
A continuacién, se procesd segun el protocolo descrito a continuacién dentro de esta

misma seccion.
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10 — INMUNOCITOQUIMICA E INMUNOHISTOQUIMICA

Las inmunocitoquimicas realizadas en la presente tesis seguian un protocolo

estandar que ya se implementaba en el laboratorio. Tras los tratamientos especificos,
como el ya explicado en el caso de la deteccion del BrdU incorporado, se procedia a la
permeabilizacion y bloqueo de los epitopos inespecificos de las células. Para tal efecto,
las células se incubaban con PBS - 0,3% triton-X-100 y BSA 10% durante 1 hora a
temperatura ambiente y en agitacién. Posteriormente se realizaban 3 lavados con PBS
y ya se pasaba a incubar toda la noche con el anticuerpo deseado (mirar tabla V)
preparado en la misma solucion. Al dia siguiente, se realizaban 3 lavados con PBS y se
incubaba con el anticuerpo secundario conjugado con Cy2 o Cy3 correspondiente
diluido en PBS - 0,3% tritdbn-X-100 pero con BSA al 5% durante 2 horas en temperatura
ambiente y en agitaciéon. Tras varios lavados con PBS, los nucleos de las células se
tineron durante 10 minutos con DAPI (4,6'-diamidino-2-phenylindole; Sigma; 1:1000)
preparado en PBS y se realizaron lavados consecutivos para eliminar el exceso de
solucién y poder asi montar los cubreobjetos con Mowiol (Merch Chemicals Ltd.). Tras
el proceso de secado del Mowiol, la inmunocitoquimica se podia observar en un
microscopio con fuente de fluorescencia para detectar la sefial.

Las inmunohistoquimicas de fluorescencia realizadas en los animales tanto pre

como postnatales seguian un protocolo semejante al realizado en las células. Tras
disponer de los tejidos cortados coronalmente, el tejido se incubd con PFA 4% durante
15 minutos a temperatura ambiente excepto en la deteccidén de Helios que el anticuerpo
no permitia ningun tipo de fijacion. Tras la incubacion, se realizaban 3 lavados con PBS
y se procedi6 al paso de permeabilizacién y bloqueo con PBS - 0,3% triton X - 100 y
BSA 10% a temperatura ambiente durante 1 hora. La incubacién con el anticuerpo se
realizé diluida en la misma solucién de permeabilizacién segun la tabla IV, durante toda
la noche y a 4 °C en una camara humeda. Después de dos lavados con PBS, se
incubaron las secciones con los anticuerpos secundarios conjugados a moléculas
fluorescentes segun la tabla de los anticuerpos. Tras los lavados para eliminar el
exceso de secundario se incub6 con DAPI 1:1000 preparado en PBS durante 10
minutos y se montd con Mowiol para su posterior observaciéon al microscopio. En el
caso de la deteccion de antigenos como DARPP-32, NeuN y calbindina se realizaron
inmunohistoquimicas utilizando anticuerpos secundarios conjugados con biotina, de tal
manera que se realiza un revelado quimico siguiendo el protocolo de incubacion con
ABC (Pierce) y revelando con DAB. Con tal de poder comparar las diferentes

inmunohistoquimicas, el tiempo de revelado para todas las secciones era el mismo en
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todos los animales. A continuacion se muestra una tabla con

uno de los anticuerpos usados durante la presente tesis.

la informacion de cada

Antigeno Hecho en: Dilucién Casa comercial
BrdU Ratén 1:50 DAKO
CB Raton 1:1000 Sigma-Aldrich
ChaT Conejo 1:4000 Millipore
DARPP-32 Ratén 1:500 Millipore
GFAP Conejo 1:500 Dako
GFAP-Cy3 Raton 1:200 Sigma-Aldrich
GFP-FITC Cabra 1:200 Abcam
Helios Conejo 1:1000 Dr. Smale
Ikaros Raton 1:2000 Dr. Georgopoulus
MAP2 Ratén 1:500 Sigma-Aldrich
MAP2 Ratén 1:200 Stemberger
Nestina Conejo 1:200 Covance
Nestina (401) Ratén 1:50 Hibriydoma Bank
NeuN Ratén 1:100 Millipore
IC-Nocth Conejo 1:100 Cell Signalling
04 Raton 1:75 Chemicon
p21CiPiwart Conejo 1:200 Santa Cruz
p27"P! Ratoén 1:500 BD bioscience
PV Conejo 1:1000 SWANT
R-11l-Tubulina (Tuj-11) Conejo 1:200 Sigma-Aldrich
R-1lI-Tubulina (Tuj-I) Raton 1:200 Sigma-Aldrich
Cy2 anti-conejo Burro 1:100 Inmﬁi%lizgg:arch
Cy3 anti-conejo Burro 1:500 Inmﬁ?\%l(rz(;;rch
Cy2 anti-ratén Burro 1:100 |nmﬁi%l;222;rch
Cy3 anti-raton Burro 1:500 Inmﬁi%l(rz(;;rch
HRP anti-raton Cabra 1:1000 Promega
HRP anti-conejo Cabra 1:1000 Promega

Tabla IV: Anticuerpos primarios y secundarios utilizados en inmunocitoquimicas, inmunohistoquimicas y
Western Blot.
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Todas las detecciones de antigeno fueron realizadas en al menos 3 experimentos
diferentes, en el caso de las inumocitoquimicas, y en tres animales de diferentes

camadas diferentes, en el caso de las inmunohistoquimicas

11 — RECUENTOS CELULARES

Los recuentes celulares realizados en esta tesis diferian segun el objetivo del
experimento a realizar. Asi pues, en este apartado se resume la metodologia de
recuento en cada uno de ellos.

En los experimentos de proliferacién, podemos distinguir dos tipos de recuentos

celulares. En los experimentos de transfeccién de los plasmidos donde se realizaba
pulso corto de BrdU, se realizaron recuentos de las células BrdU positivas (en fase S)
respecto al total de nucleos que habia por neurosfera. Asi pues, de cada neurosfera
podiamos estimar el porcentaje de células proliferantes dentro de una misma
neurosfera. Un total de 30-50 neurosferas se contaban por cada condicion. El resultado
final representaba el porcentaje de cada condicion respecto la transfeccion control para
asi evitar las variaciones intrinsecas de proliferacion que mostraba cada cultivo.

En los estudios de proliferacion de los animales lk”, la estimacion de la

proliferacion se realizé contando el numero total de células que tenian las neurosferas
en cultivo. Es decir, después de 5 dias del cultivo se contaban las neurosferas que se
habian formado y tras disgregarlas se contaban las células totales del cultivo. Tras
estos recuentos se relativizaba el numero total de células al numero total de
neurosferas para tener asi una estimacion de la tasa de proliferacion. Posteriormente el
resultado final se expresaba como el porcentaje medio de cada genotipo respecto al
control que seria el genotipo Wt. Estos recuentos se realizaron en un minimo de tres
experimentos independientes.

Las diferentes poblaciones de Nestina en el ensayo de neurosferas se

recontaron segun Fukuda y col.,, 2003. Tras la transfeccién de las neurosferas con
Helios y el plasmido control, las células se dejaban diferenciar durante 3DIV en MD1.
Las células que presentaban la distribucién de Nestina en largas prolongaciones se
consideraban Nestina tipo |. En cambio, las células que presentaban la Nestina
localizada alrededor del nucleo conformaban la poblacién de Nestina tipo Il (figura 14).
Los recuentos se relativizaron a la poblacién de Nestina tipo | de la transfecciéon con el
plasmido control. Estos recuentos se realizaron en al menos tres cultivos transfectados

independientes con una eficiencia de transfeccion de entre 50-60%.
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A) B)

Nestina tipo | Nestina tipa I
Progenitar temprano (*) Progenitor tardio ()

FIGURA 14: Representacion esquematica del tipo de progenitores neuronales segtin su distribucion
de Nestina. (A) Esquema de la morfologia del filamento Nestina (negro) alrededor del nucleo celular (azul)
segun las dos clases de progenitores. Imagen adaptada de Fukuda y col., 2003. (B) Imagen representativa
de la inmunocitoquimica de Nestina (verde) de neurosferas diferenciadas. Se representan células

pertenecientes a cada una de las subpoblaciones.

En los experimentos de recuentos de poblaciones neurales en diferenciacion, se

recontaban el total de las células positivas para el marcador deseado respecto al total
de nucleos celulares que presentaba el cultivo. De esta manera se podia obtener un
porcentaje que indicaba qué cantidad de células pertenecen a las diferentes
poblaciones neurales. A la hora de realizar los recuentos, nos asegurabamos que la
transfeccion fuera aproximadamente del 50-60%. Finalmente, este porcentaje se referia
al control de cada cultivo para asi evitar las diferencias intrinsecas de los cultivos de
neurosferas. Los resultados mostrados representan los recuentos de al menos 3
experimentos realizados en cultivos independientes. El resultado obtenido en estos
experimentos nos indica el efecto global que podria tener una sobreexpresion
extrinseca en un cultivo determinado.

En la sobreexpresiéon de los cultivos primarios se recontaban las células

positivas para cada marcador respecto las células que habian sido transfectadas con el
plasmido de estudio, es decir, que presentaban un marcaje GFP positivo. Los
resultados graficaban como porcentajes de células positivas respecto al control de la
transfeccion, el plasmido vacio.

También se realizaron recuentos estereoldgicos con tal de cuantificar el
volumen y células en los animales Ik” respecto a los controles. Para contar los
volumenes se utilizd una herramienta informatica estereolégica asistida por ordenador
(CAST) que se encuentra acoplado a un microscopio Olympus (Ballerup, Dinamarca).
Para recontar el volumen del cerebro, los bulbos olfatorios, la zona germinal ZSV y el

nucleo estriado se utilizaron 14-16 secciones consecutivas de 30 um por animal. Tras
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visualizarlas al microscopio, se marcaban los bordes de la estructura anatoémica. Los
volumenes eran calculados multiplicando la suma de todas las areas de las diferentes
secciones (mm?) por la distancia entre secciones sucesivas tal y como se describe en
Canals y col.,, 2004 Los recuentos celulares se realizaron tanto para las
inmunohistoquimicas contra NeuN, DARPP-32, PV y Chat como para las hibridaciones
in situ de encefalina y sustancia P en el nucleo estriado de los animales Wt y k™.
También se realizaron recuentos estereoldgicos para contar las células BrdU positivas

en la SVZ de la EGL de los animales Ik™ respecto su control.

12 — ESTADISTICA

Todos los resultados se expresan como la media de diferentes experimentos
independientes + s.e.m (del inglés, standard error of mean). Para el analisis estadistico

se realizaron el test t-student.
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El estudio de los mecanismos de diferenciacién de las neuronas de proyecciéon
estriatales es de vital importancia para entender el proceso de embriogénesis de la
EGL. Gran diversidad de proteinas, con multiples funciones estan implicados en este
control: desde enzimas citosélicas pasando por factores de transcripcion o receptores
de membrana. El grupo de los factores de transcripcion es el mas numeroso y actua
activando o reprimiendo la expresién génica con la finalidad de cambiar el estado de la

célula.

En la presente tesis nos hemos centrado en el estudio de los factores de
transcripciéon de la familia Ikaros. Esta familia de proteinas esta altamente implicada en
el desarrollo del sistema hematopoyético, siendo en este sistema donde se han
estudiado principalmente sus funciones (Georgopoulos, 1997). Esta familia esta
compuesta por diferentes miembros como son lkaros, Helios, Eos, Dedalus y Pegasus.
Todos los miembros de la familia presentan una alta homologia de secuencia entre
ellos (Molnar y Georgopoulus, 1994). Los factores de transcripcion lkaros pertenecen a
la familia de factores de transcripcién Krippel y se caracterizan por la presencia de
motivos de dedos de zinc C,H, en sus dos dominios terminales. En el extremo C-
terminal de la proteina se encuentran dos dedos de zinc que permiten la dimerizacion
con otras moléculas de la familia y asi estabilizar la proteina. Es necesaria una previa
dimerizacién para poder realizar la correcta union del ADN y controlar la transcripcion
de los genes dianas. Esta dimerizacion puede ser tanto con miembros de la misma
molécula formando homodimeros como con otros miembros de la familia formando
heterodimeros (Molnar y Georgopoulos, 1994). En cambio, la presencia de los dedos
de zinc en el extremo N-terminal permite la unién a secuencias especificas del ADN
(Georgopoulus y col., 1997). El nUmero de dedos de zinc en el extremo N-terminal de la
proteina varia segun el procesamiento transcripcional que sufre la proteina (Rebollo y
Schmitt, 2003). Debido a este procesamiento se pueden generar diferentes isoformas
de las proteinas de la familia Ikaros. Las isoformas con al menos tres dedos de zinc en
el extremo N-terminal seran las funcionales mientras que aquellas isoformas que
presenten menos de tres dedos de zinc actuaran como dominantes negativos. Estas
isoformas cortas normalmente se expresan en bajos niveles actuando como moléculas
reguladoras de la actividad de las isoformas activas (Rebollo y Schmitt, 2003).

La familia lkaros realiza un control de la diferenciacién de las células madre
hematopoyéticas de manera secuencial. Helios se expresa en etapas tempranas de la
génesis de los linfocitos B y T; en cambio, lkaros se expresa mas tardiamente en

linfocitos T que han iniciado el proceso de diferenciacion (Rebollo y Schmitt, 2003). Es
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decir, los miembros de esta familia cooperan con la finalidad de establecer un correcto

patron de diferenciacion en el sistema hematopoyético.

En el SNC poco se conoce sobre el papel que estos factores de transcripcion
ejercen durante el desarrollo embrionario. En la literatura se habia descrito la
capacidad que presenta la proteina Ikaros para unirse al promotor del gen encefalina
(Dobi y col, 1997). Las neuronas encefalinérgicas son las primeras que degeneran
durante la evolucién de la enfermedad de Huntington, asi pues, una posible terapia
sustitutiva seria conseguir neuronas de este tipo en el laboratorio y poder
trasplantarlas. Es por este motivo que nos hemos centrado en la caracterizacién
detallada de la expresion de lkaros durante el desarrollo de la EGL. El estudio de Ikaros
nos permitio comprobar que Helios también se expresa en el cerebro en desarrollo. Asi
pues, con tal de elucidar el papel que tienen las dos proteinas durante el desarrollo
embrionario de la EGL, hemos utilizado diferentes aproximaciones experimentales con

el fin de mimetizar el proceso del desarrollo embrionario en el laboratorio.
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1 - EL FACTOR DE TRANSCRIPCION HELIOS SE EXPRESA EN
DIFERENTES AREAS DEL ENCEFALO EN DESARROLLO

El gen IKZF2 codifica para la proteina Helios que estad formada, en su forma
activa, por 526 aminoacidos y presenta alta homologia con las proteinas de la misma
familia. Se engloba en los factores de transcripcion de la familia de dedos de zinc C,H,
presentando diferentes dominios de unién dependiendo del grado de procesamiento al
que esté sometida la cadena de ADN. Como todos los miembros de la familia Ikaros,
Helios es un factor de transcripcidon que se encuentra en el nicleo y regula el proceso
de transcripcion de los genes diana. En el sistema hematopoyético, se ha descrito que
Helios regula la diferenciacién temprana de los linfocitos (Rebollo y Schmitt, 2003). En
el SNC no se ha estudiado el papel de esta proteina, por ello pasamos a caracterizar

su patron de expresion y su funcion.

1.1 — Helios se localiza en diferentes areas neurogénicas del encéfalo

Con tal de analizar la expresion del factor de transcripcion Helios se realizaron
inmunohistoquimicas para detectar esta proteina en ratones a diferentes estados de
desarrollo. A la edad embrionaria de E16,5, se observa la expresién de Helios en: la
capa de las células granulares del primordio del bulbo olfatorio (BO) (figura 15A), en la
corteza insular y cingulada, en la EGL desde el eje anterior hasta el posterior (figura
15B) y en la zona CA3 del hipocampo en formacién (figura 15C). La expresiéon de
Helios en areas como el BO, la corteza y la EGL es completamente ausente durante la
edad postnatal. Para estudiar la implicacion de este factor de transcripcion en el
desarrollo de otras areas como el cerebelo, estudiamos la expresién en edades
postnatales, desde P7 hasta P15. Se observa una marcada expresién de Helios en la
capa de las células de Purkinje del cerebelo en desarrollo en las edades postnatales
(figura 15D). En edades adultas, la expresion de Helios es totalmente ausente en el
encéfalo hecho que nos permite involucrar la accion de Helios durante el desarrollo del
SNC.
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FIGURA 15: Helios se expresa en areas determinadas durante el desarrollo del SNC. En la figura se

muestran microfotografias representativas de diferentes areas donde se expresa Helios.
Inmunohistoquimicas realizadas en secciones de embriones de-E16,5. (A) Helios se expresa en la capa
granular de la parte anterior del BO (Ai es una ampliacién del area marcada). (B) Helios se expresa en la
EGL desde porciones anteriores (Bi) hasta secciones posteriores (B"). (C) En el hipocampo se localizan
células Helios positivas en la capa CA3 (Ci representa una ampliacion del area marcada). (D) Helios se
expresa en las células de Purkinje del cerebelo a la edad de P7 (Di representa una ampliacion del area
delimitada). Experimento realizado al menos en 4-5 embriones. Barra de escala: (A-D) 1mm, (Ai .C, Di)

2mm.
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1.2 — La expresion de Helios en la EGL se localiza tanto en la ZSV como en la ZM

A pesar de la expresion especifica de Helios en diferentes areas del encéfalo,
nos centraremos unicamente en el papel que Helios realiza durante el desarrollo del
estriado ya que es el objetivo principal de estudio de nuestro laboratorio. Para
esclarecer este objetivo, en primer lugar quisimos estudiar la expresién de Helios en la
EGL en formacion durante las edades embrionarias. Tal y como muestran el analisis de
la expresion génica realizado mediante RT-PCR y las inmunohistoquimicas, la
expresion del ARNm de Helios en la EGL empieza a E14,5 y su expresidén empieza a
decrecer a E18,5, cuando las etapas neurogénicas ya estan completamente acabadas
y da comienzo la diferenciacién astrocitaria (figura 16A). La distribucién espacial de la
proteina presenta un patrén ventrolateral en las primeras etapas del desarrollo de la
EGL. A medida que avanza el desarrollo, Helios cambia de posicién adquiriendo una
posicidon dorsomedial en etapas mas posteriores (figura 16B) y desapareciendo
completamente en edades adultas. Para determinar si Helios se expresaba en la zona
donde habitan los progenitores, la ZSV, o donde se localizan las neuronas
diferenciadas, la ZM, realizamos una doble inmunohistoquimica con el marcador
neuronal [-lll-tubulina. Se puede observar como Helios se expresa tanto en la ZSV
como en la ZM (figura 16C). Este resultado nos indica que, tal vez, Helios podria estar
implicado en la transicion de las células desde estados progenitores hasta etapas mas

diferenciadas.
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FIGURA 16: Patréon espacial y temporal de Helios durante el desarrollo de la EGL. (A) Cuantificacion
de los niveles de ARNm de Helios durante el desarrollo de la EGL por RT-PCR. Se observa un pico de
expresion a E18,5. Los resultados estan representados como los niveles de ARNm de Helios respecto a la
expresion de E14,5. La gréfica representa la media de 3-5 muestras de la EGL y las barras de error
representan el error standard de la media (s.e.m). El analisis estadistico fue realizado utilizando un test t-
student; *p <0,05; **p< 0,005. (B) Inmunohistoquimica de Helios en secciones coronales de la EGL a
diferentes edades embri6nicas (E14,5, E16,5 y E18,5) y edades postnatales (P3, P7 y P15). (C) Doble

inmunohistoquimica de B-lll-Tubulina (Tuj-11l) y Helios realizada en secciones coronales de embriones de

E16,5. Barra de escala=500 uym.
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1.3 — Helios se relaciona con la expresion de marcadores neuronales durante el

desarrollo

Posteriormente, analizamos la relacion que presentaba Helios con las diferentes
estirpes neurales a la edad concreta de E16,5 para esclarecer la relacion con la
génesis de neuronas. Asi pues, los marcadores utilizados para tal efecto fueron:
Nestina para marcar los progenitores, MAP2 para marcar las neuronas diferenciadas y
el marcador GFAP para marcar los astrocitos. En cuanto a la relacion de Nestina con
Helios, se puede observar como en la ZSV las células Helios positivas estan envueltas
por filamentos de Nestina, tal y como muestra el andlisis del eje Z (figura 17A). Esta
relacion va desapareciendo a medida que avanzamos a través de la ZM (figura 17B),
donde hay menor tincién de fibras de Nestina pero continda habiendo gran tinciéon de
células Helios positivas. Esta relacidon Nestina-Helios es exclusiva de la EGL, ya que el
analisis de los dos marcadores a la misma edad en la corteza y en el hipocampo
demuestra que Helios y Nestina presentan patrones de expresion completamente
independientes (figura 17C-D). Analizando la distribucién de Helios dentro de la ZM, se
puede observar que aquellas células Helios positivas que ocupan la ZM colocalizan con
el marcador neuronal MAP2 (figura 17E). En cambio, cuando analizamos la relacién de
Helios con un marcador astrocitario, GFAP, observamos que la expresion de Helios no
presenta ninguna relaciéon con la expresion del marcador GFAP. La doble
inmunotincién de Helios con GFAP muestra que los dos marcadores se expresan en

areas independientes de la EGL (figura 17F).

FIGURA 17: Helios se relaciona con marcadores de progenitores neuronales en la EGL. En la figura
se muestran microfotografias de dobles inmunohistoquimicas realizadas en secciones coronales de la EGL
de embriones de E16,5. (A) Doble inmunohistoquimica de Nestina y Helios en la ZSV de la EGL. El analisis
del eje Z muestra que existe una colocalizacién de nucleos Helios positivos con los filamentos intermedios
Nestina positivos. (B) Doble inmunochistoquimica de Nestina y Helios en la ZM de la EGL muestra que no
existe relacion entre los dos marcadores en la EGL. (C-D) Doble marcaje de corteza e hipocampo con
Nestina y Helios. En estas dos areas existe una relacién de exclusion entre los marcadores Helios y
Nestina. (E) La doble tincion con MAP2 y Helios muestra que Helios se expresa tanto en la ZM como en la
ZSV. En la ZM las células Helios positivas colocalizan con Map2. (F) Doble inmunohistoquimica de GFAP y
Helios en secciones coronales de la EGL. La expresion de GFAP se localiza en una regién diferente a la

que expresa Helios. Barra de escala = 150 pm.
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La caracterizacion espacial de la proteina junto con la relacion de esta proteina
con el resto de marcadores neurales, indica que el factor de transcripcion Helios podria

estar implicado en los procesos neurogénicos de la EGL.

2 - HELIOS ESTA IMPLICADO EN EL PROCESO NEUROGENICO
AUMENTANDO LA DIFERENCIACION HACIA NEURONAS EN DETRIMENTO
DE LOS ASTROCITOS

Una vez analizada la distribucion de la proteina Helios, tanto temporal y
espacial, pasamos a estudiar cual seria la funcionalidad de este factor de transcripcion

en diversos sistemas in vitro.

2.1 — Helios se expresa en el estado proliferante del ensayo de neurosferas

Para estudiar la relacién que presenta Helios con el proceso de neurogénesis,

realizamos dos aproximaciones in vitro: el ensayo de neurosferas para estudiar el

efecto de la proteina a nivel de los precursores neurales y los cultivos primarios con tal

de estudiar la implicacién de Helios durante el proceso de diferenciacién neuronal
terminal.

La proteina Helios esta presente en las neurosferas en condiciones proliferantes
(ODIV), en cambio, su expresion decrece hasta desaparecer en condiciones de
diferenciacion a 3DIV y 6DIV tal y como muestran la inmunocitoquimica y el analisis de
niveles de la expresion de Helios (figura 18A y 18B). Helios parece tener un papel
importante en el control del paso de estado proliferante a estado diferenciado. Con tal
de estudiar si existe una relacion directa entre Helios y el estado proliferante celular,
realizamos inmunocitoquimicas en neurosferas fijadas tras un pulso corto de BrdU. Se
observa que la distribucion de Helios es independiente a la presencia de las células
BrdU positivas, es decir, Helios se expresa tanto en las células de las neurosferas que

estan en la fase S como en las que no lo estan (figura 18C).
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FIGURA 18: Helios se expresa en el estado proliferante de las neurosferas. (A) Inmunocitoquimica de
Helios en neurosferas en condicion de proliferacion (0DIV) y diferenciacion (3DIV y 6DIV). Helios se
expresa de manera notoria en estado proliferante (0DIV) y disminuye durante el proceso de diferenciaciéon
(3DIV y 6DIV). Barra de ecala= 30 um. (B) Analisis de los niveles del ARNm de Helios mediante RT-PCR.
Los niveles de ARNm de Helios disminuyen durante el proceso de diferenciaciéon. Los resultados
representan la media + s.e.m de 4-5 cultivos de neurosferas y se representan como el porcentaje de
ARNm respecto al estado proliferante (0ODIV). Para el analisis estadistico se utilizd el test t-student;
**p < 0,005; ***p < 0,001. (C) Fotografia representativa de una doble inmunocitoquimica de neurosferas de
Helios y BrdU. Helios se expresa en células en estado proliferante (BrdU positivas) como en células no

proliferantes (células no positivas para BrdU). Barra de escala= 30 pm.
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2.2 - La sobreexpresion de Helios induce una reduccion de la tasa de

proliferaciéon en el ensayo de neurosferas

El papel que realiza Helios se puede estudiar sobreexpresando esta proteina en
el ensayo de neurosferas y asi estudiar qué ocurre tanto en el proceso de proliferacion
como en el de diferenciacién en presencia de la proteina exégena. El estudio de la tasa
de proliferacién en estas neurosferas sobreexpresadas demuestra que la presencia
exdégena de Helios disminuye la cantidad de células que se encuentran en fase S
respecto a la transfeccién control (figura 19). Podemos concluir que la presencia
forzada de Helios induce una disminucion de la tasa de proliferacién. Esta disminucién
de la tasa de proliferacion no se deberia a una actuacién directa sobre la fase S del
ciclo celular ya que Helios no se expresa exclusivamente en células proliferantes, BrdU

positivas (figura 18C).
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=
= U 10 Los resultados se representan como la
media + s.eem. de 5 cultivos de
a neurosferas. El analisis estadistico

utlizado es t-student; *p < 0,05.
BN crp B Helios

2.3 — La sobreexpresion de Helios no induce muerte celular apoptética en el

ensayo de neurosferas

Esta reduccién de la proliferacion puede ser debida a un aumento de la muerte celular,
o bien, que implique un aumento en la diferenciacion neural de los precursores. Para
estudiar el efecto sobre la muerte celular, transfectamos las neurosferas con el
plasmido de estudio y las dejamos diferenciar durante 3DIV para estudiar la presencia
de procesos apoptoticos utilizando la técnica de TUNEL. Tras realizar los recuentos,
observamos que no existen diferencias en el numero de células apoptéticas entre la

transfecciéon con el plasmido control o con el plasmido Helios (figura 20A y 20B).
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FIGURA 20: La sobreexpresion de Helios no induce muerte celular apoptética. (A) Fotografia
representativa del TUNEL realizado en neurosferas transfectadas con Helios y el plasmido control tras
3DIV en condiciones de diferenciacion. Barra de escala= 30 uym. (B) Recuento de células TUNEL positivas
en cada condicion de sobreexpresion. Las graficas representan numero de células TUNEL positivas
respecto la sobreexpresion del plasmido control. Los resultados se representan como media + s.e.m. y se

realizé el analisis estadistico t-student.

2.4 — Helios induce la diferenciacion neuronal de los precursores neurales de la

EGL a expensas de diferenciacion astrocitaria

Tras verificar que la sobreexpresion de Helios no induce muerte apoptoética en
este ensayo de neurosferas, estudiamos la relacion de la bajada de proliferacién con
efectos en la diferenciacion neural. La salida de ciclo de los progenitores esta
altamente asociado con la determinaciéon de estirpe neural a la que se diferenciaran
(McConnell, 1995; Qian y col.,, 2000; Temple, 2001). Durante el proceso de
neurogénesis en el giro dentado del hipocampo se han descrito la presencia de dos
poblaciones de células Nestina positivas dependiendo de su distribucion intracelular de
este filamento intermedio. La poblacién de Nestina tipo | se caracteriza por presentar
largas prolongaciones de estos filamentos intermedios y se relaciona con un estado
mas temprano durante el proceso de diferenciacién (flecha figura 21A). En cambio, las
células tipo Il presentan una Nestina mas concentrada alrededor del nucleo (triangulo,
figura 21A) y se relaciona con un estado mas tardio en la diferenciacion neuronal
(Fukuda y col., 2003). Para relacionar la presencia de Helios con el proceso de
diferenciacidon neuronal estudiamos las poblaciones de células Nestina positivas que

existian en nuestro cultivo tras 3DIV de diferenciacién de las neurosferas transfectadas.
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El recuento muestra que la transfeccion de Helios favorece la formacion de Nestina tipo
II disminuyendo la poblacibn de Nestina mas inmaduras, Nestina tipo |. Estos
resultados nos indican que Helios podria estar favoreciendo la diferenciacion neuronal

durante las primeras etapas (figura 21B).
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FIGURA 21: La sobreexpresion de Helios altera el patron de distribucion del filamento intermedio
Nestina. (A) Fotografia representativa de la inmunocitoquimica de Nestina en neurosferas
sobreexpresadas y diferenciadas durante 3DIV. Las flechas sefalan precursores Nestina tipo | y los
triangulos precursores Nestina tipo Il. Barra de escala = 30 ym. (B) Cuantificacién del niumero de
precursores Nestina tipo | y tipo Il en cultivos sobreexpresados con GFP o Helios. La sobreexpresion con
Helios presenta un aumento de células Nestina tipo |l acompafiado con una disminucion de las Nestina tipo
I. La grafica representa la media + s.e.m. de 4-5 cultivos de neurosferas expresado como resultados

relativos a la transfeccion control (GFP) considerada ésta como 100%. *p < 0,05.

Para terminar de esclarecer la implicacién de Helios durante la diferenciacién de
precursores neurales, examinamos las tres poblaciones neurales tras dejar diferenciar

las neurosferas durante 6 dias con el medio apropiado para permitir la diferenciacién a
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cualquier estirpe neural. Tras realizar los recuentos celulares se observa que la
sobreexpresion de Helios favorece la diferenciacion a la estirpe neuronal,
incrementando el numero de células B-lll-tubulinas positivas (figura 22A y 22D). En
cuanto a las poblaciones gliales, astrocitos y oligodendrocitos, se observa que Helios
disminuye la poblacion astrocitaria sin afectar la proporcién oligondedrocitaria que se
obtiene en la diferenciacion de este tipo de cultivos (figura 22B, 22C y 22D). Ademas,
cuando se analiza la colocalizacion del marcador astrocitario GFAP con la expresion de
Helios se observa que la expresion de ambos marcadores es excluyente. Es decir,
ninguna célula sobreexpresada con Helios presenta el marcador GFAP. Con estos
resultados, podemos concluir que Helios esta induciendo la diferenciacién neuronal a

expensas de la poblacion astrocitaria en cultivos de precursores neurales.
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FIGURA 22: Helios induce la diferenciaciéon neuronal de las neurosferas. (A-C) Fotografias
representativas de dobles inmunocitoquimicas de cultivos de neurosferas sobreexpresadas utilizando GFP
y Tuj-lll (A), GFAP (B) y O4. (C). Helios colocaliza con el marcador Tuj-Ill y nunca con GFAP. Las flechas
blancas sefialan colocalizacién y las vacias sefialan marcaje simple. Barra de escala = 60 pm.
(D) Cuantificacién del numero de células positivas para Tuj-lll, GFAP y O4 en cultivos de neurosferas
transfectadas con Helios respecto al control. Los resultados se expresan como media + s.e.m. de 4-5
cultivos relativizado a la transfeccion GFP, considerando ésta como 100%. El andlisis estadistico utilizado

es t-student; *p < 0,05; ***p < 0,001.
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2.5 — Helios incrementa la poblacion neuronal madura en cultivos primarios

estriatales

La implicacion de Helios durante la diferenciacién neuronal se estudié utilizando
los cultivos primarios estriatales debido a la capacidad de este sistema de generar
neuronas estriatales maduras. Cuando sobreexpresamos el plasmido de Helios en
estos cultivos observamos que la expresién exdgena induce un aumento en el numero
de células B-llI-tubulina y una disminucién de células Nestina y GFAP positivas (figura
23A). Como este tipo de cultivo nos permite conseguir neuronas que expresen
marcadores maduros como calbindina, DARPP-32 y encefalina, quisimos estudiar
cdmo se modificaban estas tres poblaciones neuronales en presencia de Helios
exégeno. Tal y como se puede observar en la representacion grafica de los recuentos
celulares, la presencia de Helios provoca un aumento en el nUmero de este tipo de

neuronas de proyeccion (figura 23B, 23C, 23D y 23E).
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FIGURA 23: Helios induce diferenciaciéon neuronal en cultivos primarios. Cultivos primarios
sobreexpresados con Helios o el plasmido control se mantuvieron durante 3DIV y se realizaron estudios de
colocalizacién. Se muestran fotografias representativas de inmunocitoquimicas dobles de los cultivos
primarios para GFAP. (A), CB (calbindina; B), DARPP-32 (C) o ENK (encefalina; D) con el marcador GFP.
Barra de escala = 60 um. (E) Cuantificacién del numero de células GFP o Helios positivas que colocalizan
con los marcadores Nestina, Tuj-lll, CB, GFAP, DARPP-32 y ENK. La grafica muestra el porcentaje de
células transfectadas para cada marcador respecto al numero total de células transfectadas. Los
resultados se representan como media + s.e.m. de 4-5 cultivos primarios derivados de la EGL de E14,5. El
estudio estadistico realizado es el t-student; *p < 0,05; **p 0,005;

***p < 0,001.
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Asi pues, los resultados hasta ahora presentados muestran que la presencia
exogena del factor de transcripcion Helios promueve una diferenciacion hacia la estirpe

neuronal en estos sistemas in vitro que simulan la diferenciacion de la EGL.

3 - EL FACTOR DE TRANSCRIPCION IKAROS SE EXPRESA EN LAS
CELULAS POSTMITOTICAS DE LA ZM DE LA EGL

Otro de los miembros de la familia de |karos, miembro fundador de esta familia,
es la proteina lkaros. Poco se conoce sobre la implicacion de lkaros durante el
desarrollo del SNC. Ikaros, ademas de controlar el desarrollo linfocitario (Georgopoulus
y col., 1997), controla el desarrollo del sistema neuroendocrino (Ezzat y Asa, 2008) y el
desarrollo embrionario de la retina (Elliott y col., 2008). Como se ha comentado
anteriormente, |Ikaros activa directamente al promotor de la proteina encefalina (Dobi y
col., 1997). Ademas, unos estudios publicados durante el desarrollo de la presente
tesis demostraban que lkaros estaba implicado en el desarrollo de las neuronas
encefalinérgicas provenientes de la EGL (Agoston y col., 2007; Kiehl y col., 2008; Long
y col., 2009). Con todo esto, quisimos estudiar mas detalladamente la implicacion de

Ikaros en el desarrollo embrionario del estriado.

3.1 — La expresion de lkaros se limita a la ZM de la EGL durante las etapas

embrionarias

El estudio de expresiéon de lkaros durante el desarrollo del estriado se estudid
realizando hibridaciones in situ durante las diferentes etapas del desarrollo. La sonda
utilizada para tal efecto fue una sonda ARNm que reconoce todas las isoformas
resultado del procesamiento transcripcional del gen de lkaros. Asi pues, se observa
que lkaros esta expresado exclusivamente en la ZM de la EGL desde la edad E14,5
hasta P3 presentando un pico de expresion a E18,5 (figura 24A). El ARNm de Ikaros
muestra un gradiente de expresion desde la posicion dorsomedial a ventrolateral,
siendo la zona limite entre la ZSV y la ZM la que mas expresion de |karos presenta
(figura 24B). Para conocer si la zona de expresion de |karos coincidia con la zona de
proliferacion de la EGL, se realizé un estudio de incorporacién de BrdU en animales a
E14,5 y se estudio la relacidon entre ambos marcadores. A esta edad es cuando mas
células proliferantes presenta la zona germinativa de la EGL y la primera edad donde
aparece la expresion de lkaros. Como se observa en la inmunohistoquimica, la zona

mas marcada con BrdU corresponde a ZSV. El area mas ventral que no presenta
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tincién de BrdU corresponde a la ZM. Relacionando la expresién de lkaros con la de

BrdU se observa que lkaros esta presente en la ZM donde las células han salido del

ciclo celular y comienzan el proceso de diferenciacion. En cambio, su expresion es

totalmente ausente en la zona de precursores mitéticamente activos, ZV y ZSV (figura

24C). Esta distribucion proteica nos permite postular que lkaros puede estar

involucrado en la diferenciacion de los precursores neurales que habitan la ZV y la

ZSV.

lkaros

lkaros

FIGURA 24: lkaros se expresa en la zona
postmitética ZM durante el desarrollo del nucleo
estriado. (A) Hibridacién in situ de secciones coronales
de la EGL a las edades de E12,5, E14,5, E16,5y E18,5.
Se observa un alto nivel de expresion entre la zona ZSV-
ZM. (B) Inmunohistoquimica de Helios en animales a
edades embrionarias E14,5, E16,5 y E18,5. La proteina
Helios presenta un pico de expresiéon a la edad de
E18,5. Barra de escala = 600 um. (C) Doble
inmunohistoquimica de secciones coronales de animales
a E14,5 para BrdU e lkaros. Los animales fueron
inyectados con BrdU durante 30 minutos. BrdU delimita
la zona proliferante de la ZSV mientras que Helios se

expresa unicamente e la ZM. Barra de escala = 150 um.
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3.2 — lIkaros se expresa en la estirpe neuronal durante el desarrollo estriatal

La expresién delimitada de lkaros en la ZM revela que la presencia de esta
proteina se encuentra restringida a células neurales postmitéticas. Con tal de estudiar
la relacion de lkaros con otros marcadores de células postmitéticas, analizamos la
colocalizacién de Ikaros en cultivos primarios de la EGL de E14,5. Como se observa en
las inmunocitoquimicas, lkaros no se expresa en precursores Nestina positivos o
astrocitos GFAP. En cambio, la expresiéon de lkaros se limita a los precursores R-lll-

tubulina presentes en el cultivo primario (figura 25A, 25B y 25C).

lkaros Nestina

A

B lkaros DAPI Triple
c lkaros Tuj-lll DAPI

FIGURA 25: lkaros se expresa en neuronas postmitéticas inmaduras en cultivos primarios de la

EGL de E14,5. Dobles inmunocitoquimicas de cultivos primarios diferenciados durante 5DIV. lkaros no
colocaliza ni con el marcador de precursores neurales Nestina (A) ni GFAP (B). Las células lkaros positivas
expresan el marcador neuronal Tuj-lll. Las flechas blancas indican células lkaros positivas y las flechas

vacias muestran células negativas para lkaros. Barra de escala = 30 pm.
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La localizacion de la expresion de lkaros, en la zona limitrofe entre la ZSV y la
ZM, vy el estudio de colocalizacién de este factor de transcripcion con marcadores
neuronales, nos sugiere que lkaros podria estar ejerciendo un papel en los primeros
estadios del paso de precursores proliferantes a células neuronales diferenciadas que

residen en la ZM.
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4 - IKAROS PROMUEVE LA SALIDA DE CICLO CELULAR DE LOS
PROGENITORES NEURALES

Para estudiar la implicacion de Ikaros en la salida de ciclo de los precursores
neurales de la EGL utilizamos el ensayo de neurosferas derivadas de la misma
estructura. Cuando analizamos la expresion de este factor de transcripcién en los
diferentes estados que presentan las neurosferas, observamos que la expresion de
ARNm de lkaros es practicamente ausente en el estado proliferante. La expresion
aumenta considerablemente cuando los precursores se los deja diferenciar durante
6DIV (figura 26). lkaros se expresa basicamente en células de las neurosferas
diferenciadas, resultado que correlaciona con los resultados de expresion de la

proteina en la EGL del raton.

A000 FIGURA 26: La expresion del ARNm de lkaros
aumenta en condiciones de diferenciacion.

5 Analisis de los niveles del ARNm de lkaros mediante
£ 7 3000 = RT-PCR en estado proliferante (0DIV) y de
E % - . diferenciacion (3DIV y 6DIV). Los resultados se
EZE % 00 | representan como la media + s.e.m. de 4-5 cultivos
ﬁ ﬁ de neurosferas y se representan como el porcentaje
%t” 200 — de ARNm de Ikaros respecto al estado proliferante
= 100 — (ODIV). Para el analisis estadistico se ha utilizado el

; test t-student; *p < 0,05; **p < 0,005.

ool 3D BDIYW

4.1 — lkaros induce una disminucién de la tasa de proliferaciéon actuando a nivel

del inhibidor de ciclinas p21¢*""

La implicacibn de este factor de transcripcion en la proliferacion de los
precursores neurales lo estudiamos sobreexpresando lkaros en las neurosferas tal y
como realizamos con el estudio de Helios. Tras la sobreexpresiéon de Ikaros,
analizamos la relacion de este factor de transcripcion con la presencia de células que
se encontraban en la fase S del ciclo celular, es decir, que habian incorporado BrdU. La
inmunocitoquimica muestra que ninguna célula trasnfectada con |karos se encuentra
en la fase S (figura 27A). Tras esta observacion, estudiamos como se modificaba la
tasa de proliferacion de las neurosferas (medida por la incorporacion de BrdU) tras la

sobreexpresion de los plasmidos lkaros y control. La presencia exdégena de este factor
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de transcripcion disminuye la tasa de incorporacion de BrdU en las neurosferas (figura
27B). Para verificar estos resultados, utilizamos las neurosferas procedente de

animales k"

y estudiamos la tasa de proliferacion en estas células. En las células
procedentes de animales |k” se observé un aumento en la tasa de proliferacion
respecto las células derivadas de un animal Wt (figura 27C). Asi pues, lkaros esta

implicado en el control de la salida de ciclo celular de los precursores neurales.
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FIGURA 27: Ikaros induce la salida de ciclo de los precursores de la EGL. Estudios de proliferacién en
cultivos de neurosferas. (A) Fotografia representativa de la doble inmunocitoquimica de neurosferas
transfectadas con GFP o Helios. No existe colocalizacién entre lkaros y BrdU. Las flechas vacias
representan células con doble tincion BrdU-GFP y las flechas blancas representan células negativas para
BrdU. Barra de escala = 50 ym. (B) Cuantificacion de células BrdU positivas en cultivos de neurosferas
transfectadas con GFP o con lkaros. Los resultados representan el porcentaje de células BrdU positivas
respecto a las células totales por neurosfera y relativizados a la transfeccién con GFP considerando ésta
como el 100%. (C) Cuantificacion de la tasa de proliferacion de neurosferas obtenidas de la EGL de E14,5
de animales salvajes (Ik+’+), heterocigotos (Ik”') y deficientes de lkaros (Ik"'). Las graficas representan el

namero de células por neurosferas formadas y estan relativizados a los animales k™ como 100%.
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Los sistemas mas importante en el control proliferativo de los precursores
neurales son, por una parte la via de Notch y, por otra, el control de proteinas
inhibidoras de ciclo celular. En el sistema hematopoyético, Ikaros regula la proliferacion
de los precursores a nivel de ambas vias de sefializacion (Gémez-Arco y col., 2004;
Bellavia y col., 2007). Para estudiar el mecanismo de accién de control de ciclo celular
por parte de Ikaros, se estudio el estado de los niveles de los componentes de la via de
Notch y de los inhibidores de ciclinas p21“P"a" y p27P tras la transfeccion de lkaros
en las neurosferas en estado proliferante. Cuando se analiza los niveles de expresion
génica de diversos miembros de la via de Notch se observa que la sobreexpresiéon de
Ikaros no produce variacién de ningin componente (figura 28A). Asi pues, a diferencia
del sistema hematopoyético, en el SNC lkaros parece no actuar estar regulando el ciclo
celular a través de los miembros de la via de sefializacion de Notch.

A continuacion se estudio si el control sobre ciclo celular estaba mediado por
alguna proteina inhibidora de ciclo celular. El analisis de estas proteinas en neurosferas
transfectadas con lkaros revela que existe un aumento de los niveles de la proteina
inhibidora de ciclo celular p21“P"a" En cambio, la presencia exdgena de lkaros no
varia los niveles del otro regulador de ciclo como es p27*! (figura 28B). Esto nos hizo
postular que Ikaros induce la salida del ciclo celular a través de la regulacion positiva

1CPWafl Con la finalidad de verificar esta hipotesis,

de los niveles proteicos de p2
neurosferas obtenidas de animales deficientes de p21“P"" se transfectaron con el
plasmido lkaros y se estudi6 la tasa de incorporaciéon de BrdU. Como se puede
observar, el efecto de disminucién de la tasa de incorporacién de BrdU que ejerce la
sobreexpresion de lkaros desaparece en las neurosferas deficientes de p21<PWar
(figura 28C). Este resultado nos confirma que el control de la proteina inhibidora de

1 Cip/Waf1

ciclo p2 es uno de los mecanismos de accién de lkaros en la induccion de la

salida de ciclo celular.
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FIGURA 28: lkaros induce la salida de ciclo de las neurosferas a través de la proteina p21°ip'wa”. (A)
Niveles de ARNm medidos por RT-PCR de las proteinas involucradas en la via de sefializacion de la via
Notch tras la sobreexpresion de las neurosferas con Ikaros o con GFP. Los resultados muestran la media *
s.e.m. de 3-4 cultivos transfectados. (B) Western Blot para estudiar las proteinas p21c”’/"v'af1 y p27Kip1 en
neurosferas transfectadas con lkaros y con GFP. Las graficas muestran los niveles proteicos relativos

respecto a GFP, considerando éste como 100%. Se observa un aumento de p21C"’/Waf1 pero no de p27Kip1.

1 CPWat (521 CIPWaf 1y g6 transfectaron con Ikaros o GFP.

(C) Neurosferas de animales deficientes para p2
Se observa una reduccion en la tasa de incorporacion de BrdU en las neurosferas de animales Wt pero no
en p21Cip/Waf1 . Los resultados muestran el porcentaje de células BrdU positivas respecto al numero de
células por neurosferas. Se relativiza a GFP, considerando éste como 100%. El analisis estadistico

utilizado es el t-student; **p < 0,01; ***p < 0,005.
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4.2 — La disminucién de la tasa de incorporacién de BrdU viene acompanado por

un aumento de diferenciacion neuronal

Para estudiar el efecto de lkaros durante el proceso de diferenciacion,
analizamos la colocalizacion de la proteina Ikaros expresada de manera exdgena en el
ensayo de neurosferas en condiciones de diferenciacion. Tal y como realizamos con el
estudio de Helios, quisimos estudiar si la sobreexpresién de |karos afectaba el proceso
de diferenciacion. En primer lugar analizamos si las células sobreexpresadas con
Ikaros presentaban marcadores neuronales tales como B-lll-tubulina. La
inmunocitoquimica muestra que todas las células transfectadas con lkaros colocalizan
con el marcador neuronal temprano B-llI-tubulina. En cambio, las células que expresan
GFP colocalizan mayoritariamente con el marcador neural Nestina (figura 29A) en las
células de las neurosferas diferenciadas durante 6DIV. Ademas, la sobreexpresion de
Ikaros afecta negativamente la expresion del ARNm de GFAP, es decir, se reduce la
transcripcién de este marcador astrocitario (figura 29B). Con estos resultados podemos
concluir que a nivel de precursores, lkaros se expresaria en células que han

abandonado el ciclo celular y empezaria a diferenciarse hacia fenotipos neuronales.

lkaros

B FIGURA 29: Ikaros induce diferenciacion neuronal y

disminuye la astrocitaria. (A) Fotografia representativa de
100 — inmunocitoquimicas para Nestina y Tuj-lll de neurosferas
transfectadas con lkaros o GFP. Se observa que lkaros siempre
colocaliza con Tuj-lll mientras que GFP lo hace con el marcador

50— de precursor neural Nestina. Barra de escala = 30um. (B)

Miveles ARMNmM GFAP
(respecto a GFP)

Expresion de ARNm de GFAP de neurosferas trasnfectadas con

lkaros o GFP medido por RT-PCR. Las graficas expresan los

o - niveles relativizados a la transfecciéon con GFP. Se realizaron 4-5
W GFr EEEE |karos cultivos y se expresa como media + s.e.m. El analisis estadistico

realizado es el t-student; ***p < 0,0001.
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Tras observar estos resultados sobre la diferenciacion de los progenitores hacia
fenotipos neuronales, nos planteamos estudiar el efecto de la sobreexpresion de lkaros
en las células postmitoticas utilizando los cultivos primarios. Como ocurre en el sistema
de neurosferas, las células de los cultivos primarios transfectadas con lkaros presentan
mayor colocalizacién con marcadores neuronales como B-llI-tubulina y una menor
coexpresion con marcadores de precursores neurales como Nestina, tal como
demuestran los recuentos celulares (figura 30A). Ademas, cuando se estudia el efecto
la sobreexpresion de l|karos en las poblaciones neuronales maduras como las
encefalinérgicas o las calbindinas positivas, los recuentos celulares demuestran que la

presencia de |karos aumenta estas dos poblaciones neuronales (figura 30B).
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FIGURA 30: lkaros induce una diferenciacion neuronal hacia fenotipos maduros en cultivos
primarios estriatales. Cultivos primarios de la EGL a E14,5 se transfectaron con lkaros y GFP. (A)
Fotografia representativa de inmunocitoquimica para GFP/Nestina/Tuj-11l y recuentos celulares. Las células
Ikaros colocalizan principalmente con el marcador neuronal Tuj-lll y no con el marcador neural Nestina. (B)
Fotografia representativa de inmunocitoquimica para calbindina—GFP. Las células lkaros positivas
colocalizan con marcadores de neuronas maduras como calbindina y encefalina. Las flechas blancas
sefialan células con doble tincion para GFP y para el marcador determinado. Las graficas representan el
numero de células positivas para cada marcador respecto las células transfectadas. Se representa la

media = s.e.m. de 4-5 cultivos primarios. El analisis estadistico realizado es t-student; *p < 0,05; **p < 0,01;

***pn < 0,005. Barra de escala = 50 ym.
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5 — IKAROS ES NECESARIO PARA LA CORRECTA DIFERENCIACION
NEURONAL

Los experimentos realizados in vitro en el ensayo de neurosferas y cultivos
primarios demuestran que lkaros presenta un papel importante en la neurogénesis del
estriado. Para corroborar estos resultados in vivo, caracterizamos el estriado de los
animales |k”. Cabe indicar que estos animales presentan alteraciones en la hormona
de crecimiento y apariciones de linfomas (Wang y col., 1996; Ezzat y col., 2006). En
primer lugar analizamos los volumenes tanto de la ZM como de la ZSV y del BO en
animales lk™ a E18,5. Debido a las alteraciones que afectan a la hormona de
crecimiento, y consecuentemente al crecimiento postnatal, los volumenes se
relativizaron al volumen total del cerebro para evitar variaciones debidas unicamente al
cambio de tamafio. La falta de Ikaros produce una reduccion significativa en el volumen
de la ZM tal como se puede observar en las cuantificaciones de volumenes. Este
cambio viene acompafiado por un aumento en el volumen de la zona germinal (la ZV y
la ZSV) mientras que el BO, estructura derivada de la EGL dorsal, no muestra
diferencias entre los dos genotipos (figura 31). Asi pues, la ausencia de lkaros durante
el desarrollo embrionario de la EGL provoca una disminucién del volumen de la ZM

acompafado por un aumento del volumen de la zona germinal.

ZM

wolumen relativo
(respecto al volurmen total del cerebro)
w

()

Zona germinal

BO

2,5 —

*

FIGURA 31: Animales deficientes de
lkaros (Ik"') presentan un volumen de
estriado reducido acompanado de un
aumento de la ZSV. Volumen relativo de
la ZM, zona germinal (ZV y ZSV) y del
BO de los animales Wt y k™ a E18,5.
Los resultados estan expresados como
el volumen relativo de cada area
respecto el volumen total del encéfalo.
Las gréaficas representan la media +
s.em. de 4-6 animales. El analisis
estadistico  utilizado es t-student;
*p < 0,05.
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5.1 — La ausencia de lkaros afecta principalmente las neuronas nacidas durante la

segunda oleada de neurogénesis

Con la finalidad de estudiar a qué era debida la reduccién del volumen en
animales Ik, procedimos a realizar estudios de nacimiento de precursores neurales a
diferentes edades embrionarias con la finalidad de estudiar el patron de génesis de las
estirpes neurales. Estos experimentos se basan en la administracion del analogo de
timidina, BrdU, a diferentes edades embrionarias (E12,5, E14,5 y E16,5) y posterior
analisis a E18,5 (esquema en material y métodos). Los precursores que estén
proliferando en el momento de la administracion incorporaran el analogo en su ADN. Si
contintan proliferando, el analogo se diluira y no se podran detectar estas células por
inmunohistoquimica. En cambio, todas aquellas células que abandonen el ciclo poco
tiempo después de la administraciéon de BrdU, retendran el analogo y podran ser
detectados por inmunohistoquimica. Asi, podemos determinar el nimero de células
postmitéticas generadas a cada edad en la que se administra el analogo de timidina. El
numero de células BrdU positivas resultantes de cada edad de inyeccién se
cuantificaron delimitando las dos areas de la EGL: la zona germinativa y la ZM. El
analisis del numero de células que abandonan el ciclo celular a E12,5 y E16,5 no
muestra ninguna diferencia significativa en el genotipo k™ en ninguna de las dos
edades analizadas. En cambio, el numero de células postmitéticas que se generan en
E14,5, correspondiente a la segunda oleada de neurogénesis (Mason y col., 2005) y
que se localizan en la ZM, son menores en los animales Ik”. En la zona germinal
también se observa una tendencia a la disminuciébn neuronal a pesar que no es
significativa (figura 32). Estos resultados de génesis de células postmitdticas
demuestran que la falta de lkaros afecta especificamente a la segunda oleada de

neurogénesis estriatal.
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FIGURA 32: lkaros es critico para la generaciéon de la segunda oleada de neurogénesis estriatal.

Estudios de proliferacion con pulsos largo de BrdU. Animales gestantes Ik fueron inyectados con BrdU a

las edades E12,5, E14,5 y E16,5 y se analizaron los embriones k" a E18,5. Los animales Ik” muestran un

reduccion de células postmitéticas generadas en la ZM a E14,5. Los resultados son expresados como

media * s.e.m. de recuentos de 3-4 embriones. El analisis estadistico utilizado es el t-student; *p < 0,05.
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Esta reduccion en el numero de células generadas en E14,5 puede ser debida a
dos acontecimientos: que la ausencia de Ikaros provoque un aumento de células en
proliferacion que no puedan abandonar el ciclo celular o bien que la ausencia de la
proteina provoque un aumento de la muerte celular. Para abordar la primera hipétesis
estudiamos como estaba la tasa de proliferacion de los progenitores de los animales 1k
". Para tal efecto, administramos BrdU a ratones gestantes en el dia 14 de embarazo y
tras 30 minutos de tratamiento se extrajeron los embriones para su analisis posterior.
De esta manera, podemos visualizar las células que estan proliferando en la edad de la
administracién de BrdU. Los animales Ik” presentan un mayor nimero de las células
proliferantes en la ZV y la ZSV respecto al animal Wt (figura 33A). Asi pues, la
ausencia de lkaros provoca que los progenitores que deberian abandonar el ciclo
celular a E14,5 no abandonen el ciclo y se queden en estado proliferante en la ZSV. La
disminucion de células postmitoticas a E14,5 podria también estar ocasionada por un
aumento en la muerte celular de los progenitores a esta edad. Para estudiar esta
hipétesis, realizamos un experimento de deteccién de muerte apoptética, TUNEL, en
encéfalos de animales E18,5, cuando el proceso neurogénico ha terminado. Como se

observa en la inmunohistoquimica, no se observan diferencias en la muerte celular del

++ -/-

estriado de los animales Ik™" y los Ik™ (figura 33B). Agrupando los resultados obtenidos
en estos experimentos de analisis de nacimiento de las células post mitética podriamos
concluir que la ausencia de lkaros impide que los progenitores localizados en la ZSV no
puedan abandonar el ciclo celular. De esta manera, se genera un aumento de
progenitores en la ZSV, y, consecuentemente, una reduccion de las células
postmitdticas generadas a la edad de E14,5 que corresponden a células originadas en

la segunda oleada de neurogénesis.
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FIGURA 33: La ausencia de lkaros provoca un aumento de los precursores proliferantes. (A)

Animales gestantes Ik fueron inyectados con BrdU y los embriones Ik se analizaron 30 minutos tras la

administracion. Fotografia representativa de la inmunohistoquimica contra BrdU en una seccién coronal de

EGL de animales Wty Ik”. Las flechas indican las células proliferantes en la ZSV. El recuento de células

positivas para BrdU en la ZSV demuestran un incremento de esta densidad celular en animales Ik Las

gréficas representan la media de 4-5 animales analizados y las barras de error la s.e.m. El analisis

estadistico utilizado es el t-student; *p < 0,05. (B) Analisis de muerte celular mediante TUNEL en EGL de

animales Ik a E18,5. Las flechas indican células TUNEL positivas en la ZM pero no en la zona germinal

(ZG). No existen diferencias entre ambos genotipos. Barra de escala = 150 ym.
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5.2 — La ausencia de lkaros afecta selectivamente la poblacion encefalinérgica del

nucleo estriado en ratones adultos

Las alteraciones ocurridas durante el desarrollo embrionario del estriado podrian
repercutir en la génesis del estriado adulto. Como lkaros esta implicado en el proceso
de diferenciacion de las neuronas generadas a E14,5 y activa el promotor del gen de
encefalina (Dobi y col.,, 1997), nos planteamos estudiar cdbmo se encuentra esta
poblacién en el encéfalo adulto del animal Ik”. Al caracterizar por estereologia el
encéfalo, observamos que el volumen del hemisferio de los animales deficientes Ik es
menor comparado a su control (figura 34A). Posteriormente pasamos a caracterizar el
volumen del nucleo estriado en estos animales. Como era de esperar por los resultados
obtenidos del analisis durante las edades embrionarias, se observa una reduccion
especifica del nucleo estriado (figura 34A). Esta reduccion podria estar ocasionada por
una reduccion en el numero de neuronas, asi que para verificarlo pasamos a estudiar la
densidad neuronal. En primer lugar observamos que utilizando el marcador neuronal
maduro NeuN no encontramos diferencias entre los animales |k y sus controles.
Cuando se analizan las diferentes poblaciones neuronales que forman el estriado
adulto, se observa que existe una reduccidén de neuronas de proyeccion positivas para
calbindina y DARPP-32 respecto el control (figura 34B). Asi pues, estos resultados nos
demuestran que la ausencia de lkaros afecta negativamente a una subpoblacion de
neuronas de proyeccion. Para estudiar qué subpoblacion estaba afectada realizamos

. Las

hibridaciones in situ para detectar encefalina y sustancia P en animales adultos Ik
cuantificaciones tanto de los niveles de expresion del ARNm como de densidad
neuronal, revelan una reduccion significativa en la poblaciéon encefalina positiva sin
afectar la sustancia P (figura 34C). También analizamos si las interneuronas se veian
afectadas por la ausencia de lkaros. El recuento de las células positivas para
paravalbumina y acetilcolina, que corresponden a interneuronas GABAérgicas y
colinérgicas respectivamente, muestra que no existen diferencias en el animal Ik™
(figura 34D). Todos estos resultados indican que lkaros esta implicado en el control de
la segunda oleada de neurogénesis afectando principalmente a la subpoblacién de las

neuronas de proyeccion encefalinérgicas del estriado.
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FIGURA 34: La ausencia de lkaros afecta al desarrollo de las neuronas de proyeccion estriatales
que expresan encefalina. (A) Fotografia representativa de una inmunohistoquimica de NeuN del estriado
de animales adultos. Los recuentos celulares muestran que los animales k" presentan un menor volumen
estriatal. (B) Fotografia representativa de inmunohistoquimica de DARPP-32 de estriado adulto. La
densidad de neuronas de la matriz estriatal se obtiene contando el niumero de neuronas calbindina
positivas/mm3 en el estriado adulto de animales s Wt y lk”. La densidad de neuronas de proyeccion
estriatales fue estudiada contando las células positivas para DARPP32/mm®. (C) Andlisis de dos
poblaciones de neuronas de proyeccion estriatales: encefalinas y sustancia P. (D) Analisis de la densidad
de interneuronas Parvalbuminas y Colinérgicas en animales Wt y Ik”. Los resultados se expresan como
media de 6 animales y las barras de error muestran la s.e.m. El test estadistico utilizado es t-student; *p <
0,05; **p < 0,005; ***p < 0,001. Barra de escala = 50 pm.

107



RESULTADOS

5.3 — lkaros regula la diferenciacion neuronal a expensas de la diferenciacion

astrocitaria

Algunos de los factores de transcripcién que contienen dominios estructurales
bHLH, como las Ngn, actuan durante el desarrollo embrionario controlando la
diferenciacion de los progenitores de precursores a neuronas o astrocitos (Nieto y col.,
2001). Debido a la reduccién especifica de neuronas observada en los animales k™,
quisimos estudiar cdmo se encontraba la gliogénesis en estos animales. Las
inmunohistoquimicas en animales adultos demuestran que la ausencia de esta proteina
provoca un aumento de la poblacién astrocitaria caracterizada por la tinciéon positiva de

GFAP en la corteza cerebral y en el nucleo estriado (figura 35).

-

FIGURA 35: La ausencia de lkaros
provoca una aberrante diferenciacion
astrocitaria. Fotografia representativa

de un inmunhistoquimica para GFAP de

GFAP

una seccion coronal del estriado adulto
de animales Wt y k™. Experimento
realizado en 3-4 animales adultos.

Bara de escala = 450 uym.

La observacion de la poblacién astrocitaria en el animal Ik” junto con los
recuentos celulares tras sobreexpresar Helios nos indica que los miembros de la familia
de lkaros podrian estar actuando a nivel de la toma de decisién de los progenitores

para diferenciarse a neuronas o a astrocitos.

6 — IKAROS Y HELIOS ACTUAN DE MANERA SECUENCIAL DURANTE EL
DESARROLLO EMBRIONARIO DE LA EGL

Los resultados hasta ahora presentados, demuestran que los dos miembros de
la familia lkaros se expresan durante el desarrollo de la EGL ocupando regiones
diferentes. Durante el desarrollo del sistema hematopoyético esta descrito que Helios
controla las etapas tempranas de la diferenciacion linfocitaria mientras que Ikaros esta

regulando la diferenciacion terminal de los linfocitos T (Rebollo y Schmitt., 2003).
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Nuestro siguiente objetivo fue estudiar si existia alguna relacién entre las dos proteinas
de la familia lkaros durante el desarrollo de la EGL tal y como ocurria durante el

desarrollo del sistema hematopoyético.

6.1 — Helios e lkaros se expresan en diferentes células en la EGL en el desarrollo

El control de la neurogénesis por parte de Helios e lkaros puede estar
controlado de manera independiente o estar regulado por actuaciones secuenciales de
los dos miembros de la familia. Para estudiar este objetivo analizamos la expresion de
ambas proteinas a lo largo del desarrollo de la EGL. Tal y como se observa a la edad
de E18,5, en ningun momento del desarrollo estudiado se encuentran células en las
que colocalicen las dos proteinas Ikaros y Helios (figura 36A). A parte de demostrar
que no se expresan en las mismas células, quisimos estudiar la relacién que los dos
miembros de la familia mostraban. Asi pues, analizamos la presencia de Helios en

animales |k”

y observamos que la ausencia de Ikaros no modifica la expresiéon de
Helios (figura 36B). La interpretacion de estos resultados nos permite realizar dos
postulados: Helios e Ikaros se expresan en vias de sefalizacidbn independiente o

ambas proteina se expresan secuencialmente estando separados temporalmente.
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B Wt | Ik -+

E18,5

FIGURA 36: Helios se expresa de manera independiente o upstream de lkaros. (A) Fotografia
representativa de la doble inmunohistoquimica Helios-lkaros en secciones coronales de la EGL de
animales Wt a la edad de E18,5. Helios se expresa en la ZSV y en la ZM mientras que Ikaros se expresa
en la ZM. Las flechas sefialan las pocas células que presentan colocalizacién de las proteinas Helios e
Ikaros (n=4 animales). Barra de escala = 400 um. (B) Fotografia representativa de la inmunohistoquimica
para Helios en secciones coronales de la EGL en animales Wty Ik”. La ausencia de Ikaros no afecta a la

expresion de Helios. (n=4 animales). Barra de escala = 500 pm.

6.2 — Ikaros es esencial para la neurogénesis inducida por Helios

Con la finalidad de esclarecer estas dos interpretaciones, realizamos una serie
de experimentos in vitro para concluir la relacién existente entre ambas proteinas. En
una primera instancia, analizamos los niveles de ARNm de lkaros cuando
sobreexpresabamos Helios en neurosferas en estado proliferante. Como se puede
observar en las graficas que representan los resultados de la RT-PCR, la
sobreexpresion de Helios incrementa los niveles de ARNm de |karos. Posteriormente,
analizamos los niveles del ARNm de Helios en neurosferas sobreexpresadas con

Ikaros. En estas condiciones, se observa una disminucién del ARNm de Helios (figura
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37A). Segun estos experimentos, todo parece indicar que la expresion de Helios es
necesaria para la posterior expresiéon de lkaros. Aun con todo, debemos suponer que
no existe una regulacion secuencial directa ya que no existe colocalizacion Helios-
Ikaros en la EGL durante todo el desarrollo embrionario.

Con la finalidad de seguir estudiando la relacion entre los dos miembros de la
familia de factores de transcripcion, pasamos a estudiar el efecto de la sobreexpresion
de Helios en cultivos primarios derivados de |k™. Como se observa en el recuento de
precursores neuronales o astrocitarios, la ausencia de lkaros no permite realizar las
funciones neurogénicas ni de inhibicion astrocitaria observadas con la sobreexpresiéon
de Helios (figura 37B).
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FIGURA 37: Helios requiere la presencia de lkaros para realizar su funcion neurogénica. (A) Niveles
de ARNm mensajeros de lkaros y Helios en neurosferas transfectadas medido por RT-PCR. La
sobreexpresion de Helios induce un aumento del ARNm de Ikaros. La sobreexpresion de Ikaros induce una
disminucion del ARNm de Helios. Los resultados representan la media + s.e.m. de 3-4 cultivos de
neurosferas y esta representado respecto a la transfeccion control, considerandola 100%. El analisis
estadistico utilizado es t-student; *p < 0,05. (B) Cuantificacion del nimero de células Tuj-lll y GFAP
positivas tras sobreexpresar Helios en cultivos primarios de la EGL de animales Ik™ a E14,5. Helios no
puede ejercer el efecto neurogénico en ausencia de lkaros. Los resultados representan la media + s.e.m.
de 3-4 cultivos y estan relativizados a la transfeccién control, considerandola 100%. El analisis estadistico

utilizado es el t-student.

Estos experimentos in vitro nos permiten postular que la presencia de lkaros es

necesaria para que Helios pueda realizar su efecto neurogénico.
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7 - HELIOS E IKAROS ESTAN RELACIONADOS CON LA VIA DE
SENALIZACION ESTRIATAL DE LA FAMILIA Dix PERO NO CON Ebf-1

El desarrollo embrionario del estriado esta controlado por la accién de muchos
factores de transcripcion que permiten un alto grado de regulacién. Con la finalidad de
elucidar qué papel podrian tener los factores de transcripcion de la familia Ikaros
durante el desarrollo de la EGL, quisimos estudiar la relacion de estas proteinas con las

vias descritas que participan en el control del desarrollo del nucleo estriado.

7.1 — La expresion de Helios e lkaros esta controlada por miembros de la familia

de factores de transcripcion DIx

La familia de factores de transcripcién DIx la componen diferentes miembros y
esta involucrada en el control del proceso de neurogénesis estriatal (Anderson y col.,
1997; Yun y col., 2002). Los componentes de esta familia se organizan en pares de
genes (DIx1/2, DIx3/4 y DIx5/6) de los que unicamente el DIx3/4 no se expresa en el
SNC. Los progenitores de la ZV y de la ZSV presentan una alta expresion de las
proteinas DIx1/2 mientras que DIx5/6 se localiza en precursores mas maduros
localizados en la ZSV mas proxima al manto y en la ZM de la EGL (Eisenstat y col.,
1999). De estas proteinas, la pareja DIx1/2 es esencial e imprescindible para la
correcta generacion de la segunda oleada de neurogénesis del estriado (Anderson y
col., 1997). Debido a la implicacion que presenta la familia de factores de transcripcion
DIx durante la neurogénesis, nos planteamos estudiar la relacién de Helios e lkaros con
los miembros DIx1/2 y DIx5/6.

En primer lugar estudiamos cémo se encontraba la expresion tanto de Helios
como de lkaros en animales deficientes en el par de factores de transcripcion DIx1/2
(DIx1/2™). Como se observa en las hibridaciones in situ realizadas en animales DIx1/2"
a la edad de E18,5, desaparece la expresiéon del ARNm tanto de Helios como de lkaros
en la EGL (figura 38A y 38B). A continuacion estudiamos si otros factores de
transcripciéon implicados en la diferenciacion neuronal del nucleo estriado se
encontraban alterados en estos animales DIx1/2". Estudiamos la expresion del factor
de transcripcion Ebf-1 el cual interviene en la generacion de las neuronas de
proyeccion tempranas sustancia P positivas del nucleo estriado (Garel y col., 1999:
Lobo y col., 2006; Lobo y col., 2008). Como se observa en la microfotografia, Ebf1
continla expresandose en el encéfalo de los animales deficientes de DIx1/2 (figura
38C). La expresion de Ebf-1 en la EGL de los animales DIx1/27 | junto con el

mantenimiento de la expresion de Helios en la corteza cingulada e insular, nos confirma
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que la alteracion en los factores DIx1/2 afecta a la via de diferenciacién neuronal
controlada por la familia Ikaros. Con todo, podemos concluir que la expresiéon tanto de
Helios como de lkaros transcurre posteriormente a la expresion de DIx1/2 durante el
desarrollo embrionario. Es necesaria la actividad de DIx1/2 para la correcta expresion
de los miembros de la familia de Ikaros.

B Wt Dlx-1/2 -

lkaros
Helios

FIGURA 38: La ausencia de DIx2 altera la
distribucion de Helios e lkaros pero no de Ebf-1.

Fotos representativa de la hibridacién in situ de
Ikaros (A), Helios (B) y Ebf-1 (C) en animales
deficientes para DIx1/2 (DIx1/2"') a la edad de
E18,5. No existe expresion de ARNm de lkaros ni

Ebf-1

Helios en la ZM de los animales DIx1/2” (ZM*); en
cambio, la expresion de Helios se mantiene en la

corteza prefrontal. EI ARNm de Ebf-1 no se

encuentra alterado en los animales DIx1/27".
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7.2 — La expresion de Helios e lkaros no modifica la expresion de los factores de
transcripcion DIx1/2

En un segundo lugar, quisimos estudiar si los factores de transcripcion de la
familia lkaros regulaban la expresion de los miembros DIx1/2. Para llevar a cabo este
objetivo realizamos dos aproximaciones experimentales in vitro. La relacion entre
Helios y DIx2 fue estudiada analizando los niveles del ARNm tras la sobreexpresion de
Helios en neurosferas en estado proliferante. Las neurosferas sobreexpresadas con
Helios no modifican la expresion del ARNm de la proteina DIx2 respecto a las
transfectadas con el plasmido control (figura 39A). Asi pues, al menos en experimentos
in vitro, parece que Helios no altere los niveles de DIx2. En cuanto al estudio de la
relacion de lkaros con DIx2 y DIx5 la analizamos estudiando la expresion de la proteina
DIx2 y DIx5 en animales Ik”. Como se puede observar en las hibridaciones in situ
realizadas a dos edades diferentes del desarrollo de la EGL de los animales Ik”, no

existe ninguna anormalidad de expresion de DIx2 y DIx5 (figura 39B).
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FIGURA 39: Helios e lkaros no modifican la expresion de la familia DIx. (A) Niveles de ARN, de DIx2
medidos por RT-PCR en neurosferas sobreexpresadas con Helios y GFP. La sobreexpresion de Helios no
modifica los niveles de ARNm de DIx2 en las neurosferas. Los resultados representan la media + s.e.m. de
4-5 cultivos de neurosferas relativizados al GFP. El anadlisis estadistico utilizado es t-student. (B)
Hibridacién in situ de DIx2 y DIx5 en animales Wt y IK" a las edades E15,5 y E18,5. No se observa

ninguna diferencia entre ambos genotipos. Barra de escala = 500 pm.

Todos estos resultados nos permiten concluir que los factores DIx1/2 y los miembros de
la familia lkaros se expresan en la misma cascada de diferenciacién. Seria necesaria la

presencia de DIx1/2 para la correcta expresion de Helios e lkaros.

115



RESULTADOS

7.3 — Helios e Ikaros muestran una diferente relaciéon con la proteina DIx5/6

La expresion de DIx1/2 activa la expresion de los otros miembros de la familia,
DIx5/6. Como hemos observado que tanto Helios como Ikaros se expresan en el linaje
celular que expresa DIx1/2, quisimos estudiar si existia alguna relacion de los
miembros de la familia Ikaros con la proteina DIx5/6. Para tal efecto, analizamos la
expresion de Helios e lkaros en secciones coronales de la EGL de los animales
transgénicos DIx5/6-cre-IRES-EGFP. En estos animales, los precursores que hayan
expresado las proteinas DIx5/6 expresaran GFP de manera permanente, lo cual
permite el seguimiento de las neuronas que provienen de los precursores DIx5/6
positivos. El analisis de las dobles inmunohistoquimicas revelan que Helios no se
expresa en las células DIx5/6 positivas mientras el 100% de las células positivas para
DIx5/6 son l|karos positivas (figura 40). Estos resultados nos indican que mientras
Helios esta expresado de manera independiente o es anterior a la expresion de DIx5/6,
la expresién de |Ikaros se realiza en los progenitores que han expresado DIx5/6 durante

el desarrollo embrionario.

| Helios | Dix 5/6-GFP I _Doble

FIGURA 40: Helios se expresa

upstream o independientemente a
DIx5/6 mientras que lkaros se
expresa downstream de DIx5/6. Foto
representativa de inmunohistoquimicas
dobles Helios-GFP y Ikaros-GFP en

animales transgénicos DIx5/6-IRES-

Ikaros | DIx5/6-GFP || Doble GFP a la edad de E18,5. Helios no se

expresa en la mayoria de células
DIx5/6 positivas mientras que Ikaros se
expresa en todas la células DIx5/6

positivas. Barra de escala = 100 ym.

Recapitulando todos los resultados anteriores, podemos establecer una

correlacion entre las dos proteinas Helios e lkaros y la otra via de sefalizacidon
neurogénica, la familia DIx. Durante el desarrollo embrionario Helios e lkaros estan

controlados por la expresiéon de DIx1/2. A medida que se avanza en la cascada de
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sefializacién, algunos progenitores DIx5/6 positivos expresaran la proteina Ikaros. Sin
embargo la relacion de Helios con DIx5/6 no parece estar tan clara. Los resultados que
presentamos nos permiten postular que la expresién de Helios es independiente a la de

DIx5/6, o bien, que Helios se expresara rio arriba de DIx5/6.

7.4 — Helios e lkaros no estan implicados en la diferenciacion de neuronas

controlada por Ebf-1

Y por ultimo, para terminar de estudiar la relacion que establecia Helios e lkaros
con los factores de transcripcién involucrados en la diferenciacién del nucleo estriado,
pasamos a estudiar qué relacion presentaban los miembros de la familia lkaros con la
proteina Ebf-1. Cuando analizamos la expresién de Helios e lkaros en animales
deficientes de Ebf-1"" observamos que ni la expresiéon de Helios ni la de Ikaros se
encuentra modificada en los animales Ebf-1" (figura 41-). Este resultado, junto la
ausencia de afectaciéon de este factor de transcripcidn en animales DIx1/2”, nos

permite postular que Ebf-1 conforma una via de diferenciacién neuronal diferente a la

Ebf1 -~

FIGURA 41: Helios e lkaros no se
encuentran alterados por la ausencia

de Ebf-1. Fotos representativas de

Helios

establecida por las proteinas de la familia de DIx y la de Ikaros.
inmunohistoquimicas para Helios e
Ikaros en animales Wt y deficientes para

Wt [

. Ebf-1 (Ebf—1"') a la edad de E18,5. Ni
Helios ni |karos alteran su expresion en
los animales Ebf-1". Animales n=3.
Barra de escala = 500 ym.

Ikaros
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DISCUSION

En el desarrollo de esta tesis doctoral nos hemos centrado en el estudio de dos
factores de transcripcion involucrados en el desarrollo del estriado, mas concretamente
las proteinas pertenecientes a la familia lkaros: Helios e lkaros. Como ocurre con
muchas otras proteinas implicadas en embriogénesis del cerebro, estos dos factores de
transcripcién habian sido ampliamente estudiados en el sistema hematopoyético pero
poco se conocia sobre su funcion en el SNC. En primer lugar, se quiso estudiar la
distribucién tanto temporal como espacial de ambos factores de transcripcion durante la
génesis del nucleo estriado. Posteriormente, se estudié su funcionalidad en sistemas in
vitro para poder asi conocer qué papel se les podria atribuir durante el desarrollo
embrionario de la EGL. Por ultimo, debido a que la génesis de un sistema esta
regulada por un compendio de factores de transcripcién que actian de manera regular
y secuencial, se estudié qué posicion ocupaban los dos factores dentro de los procesos
de diferenciacion ya establecidos. Los resultados mostrados corroboran que tanto
Helios como Ikaros se expresan especificamente durante el desarrollo embrionario del
nucleo estriado y que estan implicados directamente en potenciar la formacion de

neuronas de proyeccion.

Tal y como quedara reflejado en la discusién, y de acuerdo con los resultados
presentados anteriormente, podemos concluir que (1) la localizacion de los factores de
transcripcion durante el desarrollo embrionario nos da informacion sobre la
funcionalidad que tienen durante la embriogénesis; (2) la correcta neurogénesis esta
acompafada por un control exhaustivo del ciclo celular y de la diferenciacion
astrocitaria; (3) los factores de transcripcion actuan dentro de un gran puzzle en el que

se encaben diferentes proteinas, unas conocidos y otras que quedan por conocer.

Teniendo en cuenta todos nuestros resultados y la informacién que hasta dia de
hoy existe sobre la diferenciacién de la EGL, se pretende completar el modelo de
diferenciaciéon neuronal del nucleo estriado con nuevas proteinas. El esclarecimiento
del engranaje proteico involucrado en el desarrollo del estriado facilitara la comprension
del proceso en global. Tras adquirir este conocimiento, resultard mas factible la
diferenciacion de células madre hacia el linaje deseado y su posible aplicaciéon

terapéutica.
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1 — HELIOS E IKAROS SE EXPRESAN EN UNA SUBPOBLACION DE
PRECURSORES NEURALES

La accién secuencial de los factores de transcripcion que controlan la
diferenciacion estriatal es necesaria para asegurar un proceso correcto de
embriogénesis (Anderson y col., 1997; Wang y Liu, 2001). La distribucién espacial y
temporal de cada proteina esta altamente ligada con la funcién que cada una de ellas
ejerce durante el proceso de desarrollo. Nuestros resultados demuestran que los dos
miembros de la familia Ikaros presentan un patrén de expresion diferente durante el
desarrollo de la EGL. De acuerdo con la primera descripcion de Helios durante el
desarrollo embrionario (Kelley y col., 1998), nuestro trabajo describe la expresion de la
proteina en diferentes areas neurogénicas del cerebro. En la EGL, Helios se expresa
en la zona ocupada tanto por progenitores neurales en estado proliferante, ZSV, como
en células postmitéticas localizadas en la ZM. Respecto el otro miembro de la familia,
de manera coincidente con lo que se habia observado anteriormente (Agoston y col.,
2007; Tucker y col., 2008), Ikaros presenta una expresion delimitada en la zona de
unién entre la ZSV y ZM de la EGL. lkaros se expresa en un area habitada
exclusivamente por precursores postmitéticos que durante estas etapas embrionarias
generaran la gran diversidad de neuronas de proyeccion estriatales (Toresson y
Campbell, 2001). La expresidon especifica en diferentes areas de la EGL nos induce a
pensar que cada proteina puede tener un papel en diferentes etapas de la
neurogénesis del estriado. De hecho, durante la diferenciacién de linfocitos B, sistema
donde las proteinas de la familia Ikaros han estado ampliamente caracterizadas, Helios
e l|karos actuan secuencialmente para conseguir una correcta especificacion y
maduracién de estas células hematopoyéticas (Georgopolus y col., 1997). Helios se
expresa en progenitores hematopoyéticos tempranos (Kelley y col., 1998) mientras que
Ikaros actia en etapas mas tardias con el objetivo de determinar la diferenciaciéon
terminal de los linfocitos B (Kirstetter y col., 2002; Busslinger y col., 2004). La actuacién
secuencial observada en el desarrollo del sistema hematopoyético nos permitio
postular que Helios e lkaros podrian establecer una relacion semejante durante de la
diferenciaciéon del nucleo estriado. Los estudios en Drosophila melanogaster
demuestran que el gen ortdlogo de Helios, el gen Hunckback, confiere a los
progenitores una identidad de neuroblastos en etapas tempranas del desarrollo neural
(Perason y Doe, 2003; Cleary y Doe, 2006; Tran y col., 2010). En roedores, la relacion
de Helios con marcadores de precursores neurales como Nestina nos permite postular
que esta proteina se expresa en procesos iniciales de diferenciacion de los

progenitores neuronales. Asi pues, en el desarrollo de la EGL Helios podria estar
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actuando en las etapas tempranas de diferenciacién tal como ocurre en el sistema
hematopoyético.

Por otra parte, lkaros se localiza en la ZM donde residen progenitores mas
maduros que han abandonado el ciclo celular. Ademas, nuestros experimentos in vitro
demuestran que Ikaros se expresa en células positivas para el marcador R-lll-tubulina,
especifico de neuroblastos que se encuentran en la ultima division celular o acaban de
abandonar el ciclo celular (Lee y col., 1990). La relacién de lkaros con un marcador
mas maduro, su localizaciéon en la ZM y la funcion que esta proteina realiza en el
sistema hematopoyético nos sugiere que lkaros actia en los estados mas avanzados
del proceso de diferenciacion.

Sin embargo, no todos los precursores neurales de la EGL expresan Helios o
Ikaros, tal y como se observa en los experimentos de localizacion de estos factores de
transcripcién. La expresidon limitada a unos progenitores especificos nos permite
postular que estos factores de transcripcion actuan en una pequefia poblacion de
precursores. La diferenciacion de los tipos neuronales existentes en el nucleo estriado
adulto viene controlada por la expresion de diferentes factores de transcripcion. Con tal
de estudiar qué tipo de células generaban los progenitores que expresan Helios e

Ikaros, pasamos a estudiar la funcionalidad en sistemas in vitro.

2 — HELIOS E IKAROS ACTUAN REGULANDO DIFERENTES ETAPAS DE
LA DIFERENCIACION DE LOS PRECURSORES NEURALES

La diferenciacién neuronal esta controlado por una gran cantidad de factores de
transcripcién que actuan en los diferentes pasos del proceso: regulan el estado de
proliferacion, controlan las etapas de especificacion de linaje y actuan a nivel de la
diferenciacion terminal (Nguyen y col., 2006). Los estudios realizados en la corteza
cerebral demuestran que una misma familia de factores de transcripcion pueden
regular el proceso de diferenciacion de los progenitores en diferentes etapas. Es el
caso de la familia de factores de transcripcion bHLH. El mantenimiento del estado de
progenitor de los precursores por parte de la familia Hes, miembro de bHLH, lo
consigue actuando a dos niveles: inhibiendo genes de diferenciacion neuronal y
activando antagonistas de las proteinas proneurales. Sin embargo, las proteinas bHLH
proneurales (Mash1, Ngn1 y Ngn2) coordinan la transicion del estado proliferante a
estado de diferenciacion neurogénica inhibiendo la actividad de Hes (Ross y col.,
2003). En nuestros resultados, la sobreexpresion de Helios y de lkaros provoca efectos

tanto en el control de la proliferacion como en el proceso de diferenciaciéon de los
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progenitores neurales. Asumiendo que el desarrollo del nucleo estriado es analogo al
de la corteza, podriamos pensar que los miembros de la familia Ikaros actuarian a nivel

de diferentes etapas de la diferenciaciéon neuronal.

2.1 - La salida de ciclo inducida por lkaros la realiza mediante el control de las

proteinas inhibidoras de ciclinas

El proceso de diferenciacion neural esta altamente relacionado con el control de
la proliferacidon de los progenitores. Una reduccién en la tasa de proliferacion esta
asociada con un incremento en la diferenciacién de los precursores (Edlund y Jessell,
1999). La distribucion de progenitores que expresan Helios en la ZSV y ZM y células
que expresan lkaros unicamente en la ZM parece indicar que los miembros de la
familia Ikaros estan controlando alguna etapa de la proliferacion de los precursores.
Junto a estos resultados in vivo, en el ensayo de neurosferas observamos que mientras
Helios presenta mayor expresion de ARNm en el estado proliferante de los
progenitores, la expresion de lkaros aumenta durante la diferenciacion celular. La
expresion de las dos proteinas en los diferentes estadios de la diferenciacion de los
progenitores correlaciona con la expresion restringida a zonas especificas en los cortes
histologicos de EGL. En los cultivos celulares, la presencia forzada de ambos factores,
Helios e lkaros, reduce el numero de células progenitoras en estado proliferante,
mientras la ausencia de lkaros aumenta el numero de células que se encuentran en
este estado. Junto a nuestros resultados, la observacion que lkaros colocaliza con
células BrdU positivas de la EGL tras un tratamiento de 18 horas de inyeccion (Agoston
y col., 2007) nos permite concluir que los miembros de esta familia regulan la salida de
ciclo celular de los precursores. De manera similar en otros sistemas como el
hematopoyético, los miembros de la familia lkaros actuan facilitando la salida de ciclo

celular de los progenitores (Kopially y col., 1999).

La proliferaciéon de los precursores esta controlada por diferentes vias de
sefalizacién siendo la mas importante la via de Notch (Gaiano y Fishell, 2002; Corbin y
col., 2008) y el control de las proteinas ciclinas mediante sus inhibidores (Morgan,
1997; Satyanarayana y Kaldi, 2009). Asi pues, los miembros de la familia lkaros
podrian inducir la salida de ciclo regulando alguno de estos dos procesos. En el
sistema hematopoyético, lkaros controla el estado proliferante de los precursores, entre
otras vias, actuando a nivel de los miembros de la familia Notch (Bellavia y col., 2007;
Demarest y Capobianco, 2008). Sin embargo, nuestros resultados en la EGL

demuestran que los miembros de la familia Notch, Notch1 y Notch3, no varian tras la
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expresion forzada de lkaros. En el caso de Helios, todo parece indicar que tampoco
utilizaria la via de Notch para inhibir el ciclo celular de los progenitores. Podemos
concluir que Helios e lkaros controlan la proliferacion de diferente manera segun el
sistema donde se expresen y ejerzan su funcion.

La otra via implicada en el control de la proliferacion de las células progenitoras
es la compuesta por las ciclinas y los inhibidores de las mismas. En el desarrollo de los
linfocitos B, Ikaros-1 induce la salida de ciclo celular variando los niveles de las ciclinas
(Ma y col., 2010) y de sus inhibidores como p27X"" (Kathrein y col., 2005). En la
sobreexpresion de Ikaros en los precursores de la EGL no se observa una variacién en
los niveles de p27X"', en cambio, se observa una regulacién positiva de los niveles de
proteina del inhibidor de ciclinas p21“*""a" Tal y como ocurre con el mecanismo de
accion de Ikaros, estudios preliminares del laboratorio indican que la sobreexpresion de
Helios regularia de manera similar en el control de la expresién de estas proteinas
inhibidoras de ciclo (resultados preliminares). Durante la embriogénesis, tanto de
p27""" como de p21°*™4" tienen un papel fundamental en el mantenimiento de estado
progenitor de las células madre neurales (van Lookeren y Gill, 1998; Doetsch y col.,
2002; Kippin y col., 2005). La regulacién especifica de la proteina inhibidora de ciclo
p21°PWa asta respaldada por el hecho que el promotor de esta proteina presenta un
sitio de union especifico para la proteina lkaros (TFDEARCH program, version 1.3;
1995 Yutaka Akiyama, Kyoto University). Ademas, en ausencia de p21°P"Wa |5
sobreexpresion de lkaros no induce la salida de ciclo celular observado en células Wt.
Todo parece indicar que el control de la proliferacién por parte de lkaros seria
1Cip1NVaf1

regulando los niveles del inhibidor de ciclina p2
Notch.

y no modificando la via de

Resumiendo brevemente el mecanismo de accidén de lkaros en la proliferacion
de los progenitores, concluimos que este factor de transcripcion facilita la salida de

ciclo celular aumentando los niveles de la proteina inhibidora de ciclinas p21¢*"WVaft

que
actua en la fase G1 retrasando o bloqueando la progresion del ciclo celular hacia la

fase S (Sherr y Roberts, 1999).
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2.2 — Helios e lkaros favorecen la diferenciacion neuronal inhibiendo Ila

astrocitaria en el desarrollo de la EGL

La salida de ciclo celular por parte de las células madre neuronales viene
determinado por el control ejercido por los diferentes mecanismos anteriormente
citados en la fase G1 del ciclo (Zetterberg y col., 1995; Edlund y Jessell, 1999;
Pechnick y col., 2008). Tras esta decision de abandono del estado proliferante, los
precursores lejos de quedarse en estado de quiescencia, se someten a diferentes
sefales que orquestaran el complejo proceso de determinacién de estirpe y
diferenciacion terminal. Al sobreexpresar Helios e l|karos, tanto en ensayos de
neurosferas como en cultivos primarios, se observa se incrementa la poblacion

neuronal.

Durante el proceso de diferenciacion, los progenitores adquieren diferentes
estados intermedios, CPI, que por la actuacién de diferentes factores adquiriran las
caracteristicas maduras definitivas. Se ha descrito que la neurogénesis adulta del
hipocampo se caracteriza por la formacién de dos tipos de células madre neurales
dependiendo de la distribucién del neurofilamento Nestina. Asi pues, los progenitores
tipo | son los precursores neuronales inmaduros mientras los tipos Il se consideran que
son neuroblastos maduros que finalmente daran lugar a las neuronas (Fukuda y col.,
2003; Steiner y col., 2006). Al analizar que la sobreexpresion de Helios no varia la
poblacion Nestina positiva en los cultivos de neurosferas, observamos que Helios
facilita la conversion hacia el estado Nestina tipo Il de diferenciacion, el estado mas
maduro. Este cambio en la distribucion de poblaciones genera un aumento de las
células postmitoticas R-IlI-Tubulina positivas. Sin embargo, la sobreexpresion de Ikaros
no colocalizaba con el marcador Nestina en este sistema de precursores neurales. Asi
pues, analizando estos resultados, postulamos que mientras que Helios facilita la
diferenciacion hacia la estirpe neuronal actuando sobre progenitores inmaduros, Ikaros

incrementa la poblacion neuronal en etapas posteriores (figura 42).
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Astrocitos inmaduros Astrocitos maduros

Progenitores neurales

Neuronas inmaduras Neuronas maduras (ENK+)

Oligodendrocitos inmaduras Oligodendrocitos maduros

Figura 42: Esquema propuesto para explicar el efecto de Helios e lkaros durante la diferenciacion
de los precursores neurales. Segun nuestros resultados Helios inducirian una diferenciacién hacia
neuronas inmaduras (flecha azul) mientras que lkaros facilitaria la diferenciacién hacia neuronas
encefalinas positivas (ENK+; flecha verde). La estirpe astrocitaria se veria afectada negativamente tanto
por Helios como por lkaros en las primeras etapas de determinacion (flecha roja). En cambio, la estirpe

oligodendrocitaria no se veria afectada.

Durante el proceso de génesis del estriado, las diferentes estirpes neurales
(neuronas, astrocitos y oligodendrocitos) se originan a partir de las mismas células
progenitoras (Guillemot, 2007). Existen diferentes proteinas o factores ex6genos que
facilitan la diferenciacién hacia un tipo de célula madura y, consecuentemente, originan
una alteracion en la generacién de los otros tipos celulares. En el caso de las proteinas
como Mash1 y Ngn2, su presencia induce la generacion de caracteristicas neuronales
en detrimento de la diferenciacion astrocitaria (Kageyama y col., 2005). Helios e Ikaros
podrian actuar de la misma manera que lo hacen estos miembros de la familia bHLH,
actuando como interruptor que controla por qué via deben diferenciarse los
progenitores (Vetter y Brown, 2001). Por una parte, estos factores pueden actuar
directamente sobre promotores de genes implicados en la diferenciacion terminal de
neuronas. El factor de transcripcion lkaros se une especificamente a los elementos
reguladores del gen de la encefalina con tal de regular la diferenciacién de este tipo

neuronal (Dobi y col., 1997). Por otra parte, la inhibicion astrocitaria esta controlada por
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la regulacion de la principal via de diferenciacion de astrocitos, la via JAK/STAT3
(Fukuda y Taga, 2005). En el sistema hematopoyético, determinadas isoformas de
Ikaros provocan la aparicion de linfomas desregulando la via JAK/STAT (Kano y col.,
2008; Tefferi, 2010). En el SNC, la ausencia de lkaros provoca una aberrante
diferenciacion astrocitaria en ratones adultos. Aunque en el desarrollo del estriado
todas estas cuestiones tienen que ser estudiadas mas ampliamente, todo parece
indicar que la familia de lkaros regularia la diferenciacién estriatal actuando tanto en la
via de diferenciacién neuronal como en la astrocitaria. La cuestion que queda por
esclarecer es si los miembros de la familia lkaros actuan simultaneamente regulando
los dos procesos de diferenciacion o si, en cambio, los resultados observados en la

poblacion astrocitaria es consecuencia del incremento de la poblacién neuronal.

2.3 - lkaros promueve la correcta diferenciacion neuronal de la segunda oleada

de neurogénesis

Los precursores neurales de la EGL pueden formar neuronas encefalinérgicas o
sustancia P positivas que formaran la matriz del nucleo estriado adulto (van der Kooy y
Fishell, 1987). Nuestros resultados demuestran que Ikaros es esencial para la génesis
de las neuronas nacidas en la segunda oleada de neurogénesis. Ademas, el analisis de
los animales adultos deficientes para Ikaros presentan una reduccion significativa en el
numero de neuronas de proyeccion, principalmente, las neuronas encefalinérgicas.
Nuestros resultados coincidian con trabajos previos donde se habia descrito que Ikaros
participa en la diferenciaciéon de las neuronas encefalinérgicas actuando a nivel del
promotor (Dobi y col., 1997; Agoston y col., 2007). Otros factores de transcripcidon como
MNR2 o Math1 actian promoviendo diferentes estirpes neuronales en diferentes areas
del SNC (Tanabe y col., 1998; Canzoniere y col., 2004). Pero lkaros no sélo actua a
nivel del promotor de la encefalina, sino que también favorece la diferenciacion hacia la
estirpe neuronal. El hecho que la sobreexpresion de lkaros en cultivos primarios
induzca una mayor de diferenciacién tanto de neuronas encefelinérgicas como
calbindinas positivas nos corrobora esta hipétesis. Pero esta induccion de neuronas de
proyeccion encefalinas positivas Unicamente se observa en los estudios realizados en
el desarrollo del estriado. La sobreexpresion de Ikaros en progenitores derivados del
cerebelo induce un aumento de expresiéon del ARNm de Encefelina pero no se observa
un aumento de neuronas maduras encefalinas positivas (dato no mostrado). Este
resultado nos demuestra que dependiendo en qué contexto actue Ikaros, realizara una

funcion u oftra.
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El analisis de los animales adultos deficientes para la proteina lkaros demuestra
que dentro de la poblacion neuronal encefalinérgica debe existir una subpoblacién para
la cual sea necesaria la presencia de lkaros. Tal y como demuestran nuestros
resultados y Agoston y col (2007), la ausencia de Ikaros no afecta a la totalidad de las
neuronas encefalinas positivas, Unicamente un porcentaje. Asi pues, otros factores de
transcripcién estaran participando en el control de la correcta generacion de las
neuronas de proyeccion estriatales encefalina positivas. El analisis de otro modelo
animal transgénico el cual sobreexpresa una isoforma aberrante de Ikaros que permite
actuar como dominante negativo de la familia lkaros revela una mayor reduccién de
neuronas encefalinas positivas (Agoston y col., 2007). Asi pues, podriamos postular
que este animal presentaria una alteracién de otros miembros de la familia Ikaros.
Como ya se ha mostrado en esta tesis, Helios se expresa en la EGL en desarrollo.
Ademas, en el sistema hematopoyético existen mecanismos compensatorios entre
Helios e Ikaros (Zhang y col., 2007). A pesar que estas evidencias podrian explicar la
afectaciéon selectiva de la poblacién encefalinérgica en los animales deficientes para
Ikaros, nuestros resultados muestran que Helios e |Ikaros se expresan en diferentes
células. Ademas, en el desarrollo de la EGL no existe ningun tipo de mecanismo
compensatorio ya que la expresion de Helios es similar en los animales deficientes de
Ikaros y los controles. Asi pues, la selectividad de afectacion de la poblacion
encefalinérgica podria ser debida a alteraciones en otros factores involucrados en la

diferenciacién de las neuronas encefalinas positivas (Agoston y Dobi, 2000).

3 — HELIOS E IKAROS ACTUAN SECUENCIALMENTE PARA PROMOVER
LA DIFERENCIACION NEURONAL EN EL DESARROLLO DE LA EGL

Helios e lkaros regulan los genes dianas realizando un control transcripcional de
los mismos. Existen dos mecanismos de accion para realizar el control de la expresion
génica: la union directa sobre promotor del gen especifico (como la actuacion a nivel
del gen de la encefalina mencionado anteriormente) o la regulacién a nivel de la
remodelacién de la cromatina (Kim y col., 1999; Koipally y col., 1999).

La dimerizacién de moléculas es un requisito previo y necesario para la correcta
actuacién de todos los miembros de la familia Ikaros (Sun y col., 1996). La formacién
de complejos homo o heteroméricos por parte de los miembros de la familia permite un
exhaustivo control transcripcional en los linajes hematopoyéticos (Kelley y col., 1998).

Sin embargo, a lo largo de desarrollo de la EGL, no encontramos ninguna célula Helios
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positiva que coexprese lkaros. Este resultado nos sugiere que en el SNC las dos
proteinas no heterodimerizan para realizar la accion sobre el control transcripcional. Sin
embargo, si que encontramos una relacion de expresion entre Helios e lkaros en el
desarrollo de la EGL. Los resultados de expresién génica corroboran que Helios induce
la expresion de lkaros, el cual a su vez, inhibe la de Helios mostrando un bucle de
regulacion negativa. Con todos estos resultados, podemos postular que, a diferencia de
la heterodimerizacion necesaria en el sistema hematopoyético (Hahm y col., 1998), en
el desarrollo de la EGL se formarian homodimeros de Helios e lkaros con el objetivo de
realizar su funcién de regulacién transcripcional. Ademas, estos experimentos
demuestran que existe una relacién entre los miembros de la familia de factores de
transcripcién de lkaros. La expresidon de Helios precederia a la expresién de Ikaros
durante el desarrollo de la EGL. Corroborando esta hipétesis, Helios presenta una
expresion en la ZSV y en la ZM mientras que lkaros esta totalmente restringido a la ZM.
De manera similar a los resultados observados con la sobreexpresiéon de Ikaros, la
sobreexpresion de Helios en cultivos primarios induce la diferenciacién terminal hacia
neuronas encefalinas positivas. Junto a todos estos resultados observamos que la
sobreexpresion de Helios en cultivos primarios procedentes de animales deficientes de
Ikaros es incapaz de modificar la poblacién neuronal encefalina positiva. Con todo esto,
podemos postular que lkaros debe estar presente para que Helios pueda realizar su

funcidén neurogénica.

Los genes proneurales descritos actualmente que actuan durante el desarrollo
embrionario de la EGL forman parte de una misma familia de factores de transcripcion,
la familia bHLH. Los miembros de esta familia confieren a los progenitores las
caracteristicas neuronales genéricas. Y, ademas, una identidades de subpoblacion
especifica apropiada a la localizacidon y temporalidad en la que se encuentren los
progenitores en el momento de expresién de estas proteinas (Bertrand y col., 2002).
Analizando los resultados obtenidos en los estudios con Helios e lkaros, seria plausible
proponer la familia de factores de transcripcion |karos como inductores del linaje
neuronal. Helios e Ikaros actuan de manera coordinada para inducir una diferenciaciéon

neuronal durante el desarrollo embrionario de la EGL.
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4 - LOS MIEMBROS DE LA FAMILIA IKAROS PARTICIPAN EN EL
CONTROL DEL PATRON DE DIFERENCIACION DE LA EGL

Los miembros de la familia de lkaros han estado implicados en el control de la
diferenciacion de los precursores de diferentes sistemas tales como el hematopoyético
(Nutt y Kee, 2007), neuroendocrino (Ezzat y Asa, 2008) o en SNC (Agoston y col.,
2007; Elliott y col., 2008). La implicacién de los miembros de la familia lkaros en cada
uno de los sistemas es especifica y determinada por el contexto. Asi pues, mientras
Ikaros la regula la competencia temprana de los progenitores de la retina (Elliott y col.,
2008), nuestros resultados muestran que en la EGL estarian implicados en la
determinacién de neuronas encefalinérgicas nacidas durante la segunda oleada de

neurogénesis (Mason y col., 2005).

La accion tanto de Helios como de lkaros no se desarrollan de manera aislada
sino que estan enmarcadas dentro de un engranaje de factores de transcripcion que
estan implicados en el desarrollo de la EGL (Merkle y Alvarez-Buylla, 2006). Una de las
vias que estda mas estudiada y que participa en la diferenciacion de las neuronas
originadas en la segunda oleada de neurogénesis es la via DIx. (Anderson y col.,
1997). Los miembros de la familia DIx, DIx1/2, estan altamente expresados en los
precursores localizados en la ZSV (Bulfone y col., 1993; Einsensat y col., 1999) y a
medida que maduran, expresan los miembros DIx5/6 y abandonan la ZSV para ocupar
la ZM (Nery y col., 2003) donde residen las células postmitoticas. Nuestros resultados
muestran que tanto Helios como Ikaros ejercen su funcion rio abajo de la expresion de
DIx1/2. En los animales deficientes para DIx1/2 desaparece la expresién tanto de
Helios como de lkaros en la EGL; sin embargo, la expresion de Helios se mantiene en
otras areas del SNC como la corteza (presente tesis; Long y col., 2009). Con respecto
a DIx5/6, la relacién de Helios e Ikaros es diferente. Mientras que Helios parece
expresarse de manera independiente o rio arriba de DIx5/6, |karos se expresa en
células de la ZM que han expresado anteriormente estos miembros de la familia DIx.
Parece plausible postular que los progenitores que daran lugar a neuronas de la
segunda oleada de neurogénesis, primeramente expresan el factor DIx1/2 y
posteriormente se activa la expresiébn de Helios encarando los progenitores a una
diferenciaciéon neuronal. Debido a que la mayoria de las neuronas de proyeccion
derivan de las células DIx5/6 (Stenman y col., 2003), suponemos que Helios se situaria
rio arriba de DIx5/6 expresandose en un neuroblasto intermedio. La posterior expresion

de DIx5/6 permitiria a los progenitores a migrar (Cobos y col., 2007) y ya en la ZM
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activar la transcripcion de la proteina lkaros con tal de diferenciar las neuronas de
proyeccion al subtipo encefalinérgico.

Los mecanismos implicados en el control de la diferenciaciéon de estas neuronas
de proyeccion encefalinérgicas son variados y dificiles de esclarecer debido al gran
abanico de factores que se expresan. La activacion de una proteina o de otra no es
automatica, es decir, no es una activacion y represion instantanea. En todo proceso
existe una escala de grises que no podemos obviar y que dificulta el estudio y la

descripcidon completa del mecanismo de accion.

Otro factor de transcripcion que regula la diferenciacion de neuronas de
proyeccion de la EGL es Ebf-1. Ebf-1 se expresa en la matriz de la ZM (Garel y col.,
1999) y participa en la regulacion de la salida de ciclo celular durante la diferenciacién
de las neuronas sustancia P positivas originadas de la primera oleada de neurogénesis
(Garcia-Dominguez y col., 2003; Lobo y col., 2006). En el analisis del animal deficiente
para Ebf-1 no se ha observado ninguna alteracién en la expresién ni de Helios ni de
Ikaros. Ademas, la proteina Ebf-1 no se encuentra alterada en los animales deficientes
de lkaros. En el caso de lkaros, los resultados muestran que las dos proteinas estan
expresadas en dos vias de sefalizacion diferente. En cambio, la Unica relacién que
podemos extrapolar en el caso de Helios es que la expresion de Helios no precisa de la
previa expresion de Ebf-1. Asi pues, observando todos estos resultados
conjuntamente, podemos concluir que hay diferentes vias de control transcripcional que
controlan la diferenciacién neuronal de la primera oleada (neuronas sustancia P

positivas) y de la segunda oleada de neurogénesis (neuronas encefalina positivas).

Con el objetivo de integrar los resultados de esta tesis en el conocimiento del
control de la formacion embrionaria del estriado, se sugiere un modelo de
diferenciacion de las neuronas de proyeccion estriatales en el cual se integran aquellos
factores de transcripcién que se habian descrito hasta el momento, y la posible funcién

de los miembros de la familia lkaros (figura 43).
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Figura 43: Esquematizacion de los factores de transcripcion que actian durante el desarrollo

Neurona
SP+

embrionario de la EGL. (A) Dentro de la ZSV, la expresién de determinados factores de transcripciéon
determinan la diferenciacion terminal. Asi pues, los progenitores DIx1/2+ (azul) activan la expresion de
Helios que a su vez o de manera independiente activara la expresion de DIx5/6 e lkaros para formar
neuronas maduras Encafalina+ (ENK; degradacién verde). En cambio, los progenitores que no expresan
DIx1/2 posteriormente expresaran Ebf-1 y formaran las neuronas de proyecciéon SP+( degradacion
amarillo). (B) Esquema representativo de las vias propuestas tras analizar los resultados presentados en

esta tesis. ENK+: encefalina positiva; SP+: sustancia P positiva.

En las primeras etapas de estriogénesis, los precursores de la ZV de la EGL se
caracterizan por la ausencia de expresion del factor de transcripcion bHLH, Mash1
(Yun y col., 2002). Durante el proceso de especificacidn neuronal, los progenitores
neurales pasan a expresar Mash1 restringiendo asi la diferenciacion hacia la estirpe
neuronal (Yun y col., 2002). Asi pues, dentro de la poblacion Mash1 positiva se crearan
dos subpoblaciones de progenitores dependiendo de la via de sefializacion que activen
en cada caso. En las primeras etapas de neurogénesis, dentro de la primera oleada,
los progenitores de la ZSV Mash1 positivas activaran la expresion de la proteina Ebf-1
con la finalidad de conseguir la diferenciacidbn de neuronas sustancia P positivas que
ocuparan la matriz del estriado en formacién. Posteriormente, durante la segunda

oleada de neurogénesis, los precursores Mash1 positivos y Ebf-1 negativos activan la
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expresion de DIx1/2 con tal de encarar la diferenciacion a neuronas de proyeccioén que
de la segunda oleada de neurogénesis (Poitras y col., 2007). Tras la activacion de
DIx1/2 en la ZSV, la via de sefializacion avanzara activando la expresion de Helios que,
de manera secuencial, disparara la expresion de DIx5/6. Los progenitores de la ZSV
abandonaran el ciclo celular para ocupar asi la ZM y activar la expresion de DIx5/6.
Unicamente una subpoblacién de estas células DIx5/6 positivas disparara la expresién
de lkaros con la finalidad de diferenciar estas neuronas de proyeccion hacia una
subpoblacién especifica de neuronas encefalina positivas. Asi pues, dentro de todo el
proceso de embriogénesis, existen diferentes subpoblaciones de progenitores que

daran lugar a diferentes las diferentes poblaciones neuronales maduras.

Tan so6lo conocemos unas pocas piezas del complejo puzzle que caracteriza la
diferenciacion estriatal; a medida que se describan nuevas proteinas y nuevas
relaciones entre ellas seremos capaces de colocar todas las piezas. Sélo conociendo a
la perfeccién los procesos que se llevan a cabo durante el desarrollo embrionario,
podremos avanzar en el campo de la medicina regenerativa. Los resultados
presentados en la presente tesis permiten postular que los miembros de la familia
Ikaros pueden constituir una herramienta fundamental para la terapia regenerativa de
determinadas enfermedades estriatales como seria el caso de la enfermedad de

Huntington.
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CONCLUSIONES

1. — Durante el desarrollo embrionario de la EGL, Helios e |karos muestran un patrén

de expresion diferente, sugiriendo un papel distinto en la neurogénesis estriatal.

2. — Helios se expresa tanto en precursores neurales como en neuroblastos pero esta

totalmente excluido en areas con expresién de marcadores astrocitarios.

3. — Helios regula negativamente la proliferacion de precursores neurales favoreciendo

la diferenciacion neuronal a expensas de la astrocitaria.

4. — |karos promueve la salida de ciclo celular de los precursores neurales de la EGL a

través de la regulacion positiva de la ciclina reguladora de ciclo p21“P"a",

5. — Ikaros participa en la generacién de neuronas encefalina positivas generadas

durante la segunda oleada de neurogénesis.

6. — lkaros induce la diferenciacion neuronal a expensas de la diferenciacion

astrocitaria.

7. — Helios e lkaros actian secuencialmente durante el desarrollo de la EGL, siendo

indispensable la presencia de lkaros para que Helios pueda realizar su funcion.
8. — Helios e lkaros participan en la generacion de neuronas de proyeccion originadas a

partir de progenitores DIx1/2 positivos y mantienen una relacion distinta con los factores

DIx5/6. En cambio, son independientes al factor de transcripciéon Ebf-1.
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ABSTRACT

During central nervous system development, several tran-
scription factors regulate the differentiation of progenitor
cells to postmitotic neurons. Here we describe a novel role
for karos-1 in the generation of late-born striatal neurons.
Qur results show that lkaros-1 is expressed in the bound-
ary of the striatal germinal zone (GZ)/mantle zone (MZ),
where it induces cell cycle arrest of neural progenitors by
up-regulation of the cyclin-dependent kinase inhibitor
(CDKi) p2 151/ W4t This effect is coupled with the neuro-
nal differentiation of late precursors, which in turn is criti-
cal for the second wave of striatal neurogenesis that gives
rise to matrix neurons. Consistently, lkaros™'~ mice had
fewer striatal projecting neurons and, in particular, en-
kephalin (ENK)-positive neurons. In addition, overexpres-

sion of Ikaros-1 in primary striatal cultures increases the
number of calbindin- and ENK-positive neurons. Our re-
sults also show that lkaros-1 acts downstream of the Dix
family of transcription factors, insofar as its expression is
lost in DIx1/2 double knockout mice. However, we dem-
onstrate that lkaros-1 and Ebf-1 independently regulate
the final determination of the two populations of striatal
projection neurons of the matrix compartment, ENK- and
substance P-positive neurons. In conclusion, our findings
identify lkaros-1 as a modulator of cell cycle exit of neural
progenitors that gives rise to the neurogenesis of ENK-
positive striatal neurons. ). Comp. Neurol. 518:329 -351,
2010.

@ 2009 Wiley-Liss, Inc.

INDEXING TERMS: telencephalon; differentiation; striatum; P21; Dix; Ebf-1

Meural progenitor cells (NPCs) that are located at con-
crete positions during brain development give rise to dif-
ferent neuronal and glial cell types (Bertrand et al., 2002).
These processes are regulated by several proneural tran-
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scription factors that follow specific temporal expression
patterns and regulate neurogenesis of discrete neuronal
populations. Some of these factors are likely to be part of
the switch from neurogenesis to gliogenesis, insofar as the
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Abstract

Background: Noiz! is a zinc finger transcription factor whose expression is enriched in the lateral ganglionic
eminence (LGE), although its function is still unknown.

Results: Here we analyze the role of NolzT during LGE development, We show that Nolzi expression is high in
proliferating neural progenitor cells (NPCs) of the LGE subventricular zone. In addition, low levels of NolzT are
detected in the mantle zone, as well as in the adult striatum. Similarly, Nolz1 is highly expressed in proliferating
LGE-derived NPC cultures, but its levels rapidly decrease upon cell differentiation, pointing to a role of Nolz! in the
control of NPC proliferation and/or differentiation. In agreement with this hypothesis, we find that Nolzi over-
expression promotes cell cycle exit of NPCs in neurosphere cultures and negatively regulates proliferation in
telencephalic organotypic cultures, Within LGE primary cultures, Nolz! over-expression promotes the acquisition of
a neuronal phenotype, since it increases the number of B-lll tubulin (Tuji)- and microtubule-associated protein
(MAP)2-paositive neurons, and inhibits astrocyte generation and/or differentiation. Retinoic acid (RA) is one of the
most important morphogens involved in striatal neurogenesis, and regulates Nolzl expression in different systems.
Here we show that Nolz] also responds to this morphogen in E12.5 LGE-derived cell cultures. However, Nolzl
expression is not regulated by RA in E14.5 LGE-derived cell cultures, nor is it affected during LGE development in
mouse models that present decreased RA levels. Interestingly, we find that Gsx2, which is necessary for normal RA
signaling during LGE development, is also required for MolzT expression, which is lost in Gsx2 knockout mice. These
findings suggest that Nolz! might act downstream of Gsx2 to regulate RA-induced neurogenesis. Keeping with this
hypothesis, we show that Nolz! induces the selective expression of the RA receptor (RARB without altering RARc
or RARy. In addition, Nozll over-expression increases RA signaling since it stimulates the RA response element. This
RA signaling is essential for Nolzi-induced neurogenesis, which is impaired in a RA-free environment or in the
presence of a RAR inverse agonist. It has been proposed that Drosophila Gsx2 and Nolz! homologues could
cooperate with the transcriptional co-repressors Groucho-TLE to regulate cell proliferation. In agreement with this
view, we show that Nolzl could act in collaboration with TLE-4, as they are expressed at the same time in NPC
cultures and during mouse development,

Conclusions: Nolzl promotes RA signaling in the LGE, contributing to the striatal neurogenesis during
development,
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ANEXO

Submitted:

Helios, a new neurogenic factor involved in telencephalic stem cell

differentiation
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