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1. Células madre adultas

El nombre de célula madre (SC; del inglés Stem Cells) se otorga a aquellas células
indiferenciadas con elevada capacidad para auto-replicarse, sin alcanzar la senescencia, y
producir uno o mas tipos celulares diferenciados, jugando un papel esencial en la formacion
de tejidos y 6rganos durante el desarrollo embrionario y en la homeostasis y reparacién de
los tejidos del organismo adulto (Nadig, 2009; Singh et al., 2015). Segun su potencial de
desarrollo, las SC pueden ser totipotentes (capaces de generar todos los tipos celulares
embrionarios y extra-embrionarios), pluripotentes (pueden formar todos los tipos celulares
embrionarios), multipotentes (pueden establecer un conjunto de linajes celulares),
oligopotentes (generan un conjunto de linajes mas reducido y restringido que las células
multipotentes) o unipotentes (capaces de generar un Unico tipo de célula diferenciada)
(Wagers y Weissman, 2004). Existen cuatro tipos de células madre si tenemos en cuenta su
origen: las SC embrionarias (ESC; del inglés Embryonic Stem Cells) y las SC adultas o
somaticas (ASC; del inglés Adult Stem Cells) se pueden encontrar en distintas fases del
desarrollo y en situaciones fisioldgicas, las SC inducidas o iPSC (induced Pluripotent Stem
cells) se obtienen mediante ingenieria genética y, se ha hipotetizado que en algunos casos,
las SC cancerosas (CSC; Cancer Stem Cells), podrian ser las causantes de ciertos canceres
(Alvarez et al., 2012).

Las ESC son pluripotentes, presentan capacidad indiferenciada y auto-renovante
ilimitada y se localizan en la masa celular interna del blastocisto durante la etapa embrionaria
de la gastrulacion. Pero a medida que el desarrollo embrionario continua, las ESC van
perdiendo sus caracteristicas de SC pluripotente con cada divisién mitética, dando paso a las
células madre germinal y somatica multipotentes, generando las tres capas germinales
embrionarias (mesodermo, ectodermo y endodermo). Las ASC se encuentran en
localizaciones especificas de los tejidos postnatales y adultos, denominados nichos, y
mantienen algunas caracteristicas de las ESC, como la expresion de ciertos factores de
transcripcion (Oct4, KIf4 y Sox2), el estado indiferenciado, la capacidad auto-renovante y
la expresion de filamentos intermedios como la vimentina. Sin embargo, expresan
marcadores caracteristicos de su linaje celular o tejido. Las CSC son ASC que han sufrido
alteraciones genéticas (Alvarez et al., 2012). Las iPSC son células somaticas reprogramadas
a SC pluripotentes mediante la transduccion viral de 4 factores de transcripcion (Oct4, Sox2,
KIf4 y Nanog), manteniendo el potencial de diferenciacion a células maduras (Takahashi y
Yamanaka, 2006; Okita et al., 2007) (Figura 1).
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Figura 1. Representacion de los tipos de SC y su potencialidad. (a) Esquema de los distintos tipos de SC
producidas durante el desarrollo del embrion y su potencialidad. Imagen modificada de (Hemberger et al.,
2009) (b) Iméagenes de algunos tejidos que contienen ASC, como son los foliculos capilares, el cerebro, la
médula 6sea, el intestino, la epidermis o el masculo esquelético. Imagen modificada de (Kimbrel y Lanza,
2015) (c) Esquema representativo de la pérdida de pluripotencia que sufren las ESC tras las sucesivas divisiones
durante el desarrollo. XEN: células madre del endodermo extraembrionario; TS: células madre de trofoblasto;
ES: células madre embrionarias; EpiSC: célula madre del epiblasto; iPSC: célula madre pluripotente inducida;
TE: trofoectodermo.

Los avances en el conocimiento de la biologia de las SC suscita grandes expectativas
en la busqueda de herramientas que permitan su extraccion y/o cultivo y expansion in vitro
y que, ademas, permitan la generacion de tipos celulares especificos para combatir
situaciones de dafio o lesion o enfermedades degenerativas mediante trasplante. Las ESC
parecen el tipo celular idoneo para las estrategias de medicina regenerativa al tratarse de
células pluripotentes, con capacidad para generar cualquier tipo celular, ademas de su
ilimitada tasa de proliferacion. Sin embargo, conlleva grandes dilemas éticos debido al uso
de embriones como fuente de las ESC o a la necesidad de obtener 6vulos donados para su

posterior fertilizacion in vitro en las técnicas de clonacion terapéutica. Ademas de los
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factores éticos, la posibilidad de rechazo y su elevada tasa proliferativa que puede ser fuente
de carcinomas, descarta a las ESC como candidatas al ensayo clinico, al menos por el
momento. Las ASC en cambio son buenas candidatas porque, ademas de tener un ciclo
celular méas regulado, permitirian la posibilidad de realizar trasplantes autdlogos,
minimizando la probabilidad de generar rechazo. La principal limitacidn de este tipo celular
es que el nimero de células obtenidas es limitado, no tienen elevada tasa replicativa y tienen
potencialidad restringida. Las iPSC también serian buenas candidatas para la aplicacion en
terapias regenerativas ya que permiten la utilizacion de células pluripotenciales con
caracteristicas genéticas idénticas al paciente a tratar. Sin embargo, se corre el riesgo de
generar mutaciones génicas que promuevan la aparicion de teratomas como con las ESC
(Leeper et al., 2010; Singh et al., 2015).

2. Neurogénesis adulta

Durante los afios 20 del siglo pasado, en el campo de la Neurociencia se establecid
una corriente de pensamiento que impuso el dogma de que la neurogénesis, entendida como
el proceso mediante el cual células progenitoras son capaces de generar nuevas neuronas
funcionales, nicamente se daba durante el desarrollo embrionario y postnatal, mientras que

el sistema nervioso central adulto (SNC) era incapaz de regenerarse (Ramodn y Cajal, 1913).

El trabajo pionero de Joseph Altman, en la década de 1960, fue el responsable del
abandono del dogma predominante hasta momento, sugiriendo la existencia de neurogénesis
durante la fase juvenil y adulta del cerebro de mamifero. Los estudios de Altman se llevaron
a cabo en el cerebro de ratas adultas inyectadas con timidina tritiada, un nucledsido capaz
de incorporarse en el ADN de las células durante la fase de sintesis (fase S) del ciclo celular
y ser detectable por su radioactividad, lo que le permiti6 observar la presencia de células
proliferativas de fenotipo neural en el neocértex, el giro dentado del hipocampo y el bulbo
olfatorio (OB) (Altman y Das, 1965, 1966; Altman, 1969). Posteriormente, mediante
microscopia electrénica se pudo confirmar el origen neural de dichas células (Kaplan y
Hinds, 1977). Estos resultados fueron acogidos con susceptibilidad y no tuvieron demasiada
trascendencia. Sin embargo, el uso de vectores virales para permitir el trazado de linaje
celular en la década de 1990 (del Rio y Soriano, 1989; Luskin y McDermott, 1994; Belluzzi
et al., 2003), permitio el renacimiento de nuevas e irrefutables evidencias sobre la existencia
de proliferacion, neurogénesis e integracion funcional y sinaptica de las nuevas neuronas

generadas en el SNC de los mamiferos adultos (Goldman y Nottebohm, 1983; Paton y
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Nottebohm, 1984; Alvarez-Buylla y Nottebohm, 1988; van Praag et al., 2002; Carleton et
al., 2003).

Entendemos por nicho neurogénico una regién del cerebro en la que su
citoarquitectura y los factores del entorno permiten la supervivencia, proliferacion y
diferenciacion de las SC. Durante las Gltimas décadas se han descrito diversos nichos
neurogénicos en el cerebro adulto. Algunos de ellos como el hipotdlamo, la sustancia nigra,
el cerebelo y la amigdala han sido descritos recientemente (Lin y lacovitti, 2015). El nicho
hipotaldmico se sitta proximo al tercer ventriculo, extendiéndose desde el quiasma dptico
hasta los cuerpos mamelares, y esta compuesto por células ependimarias multiciliadas,
tanicitos y células con caracteristicas astrocitarias capaces de contactar con el liquido
cefalorraquideo mediante un proceso apical (Perez-Martin et al., 2010). En la sustancia nigra
se encuentra un tipo celular con morfologia ramificada, que expresa marcadores de gliay es
capaz de proliferar localmente (Lie et al., 2002). El aislamiento y cultivo de células
cerebelares indica que hay una poblacidn celular, todavia indeterminada, capaz de proliferar
y diferenciarse en glia y neuronas in vitro (Klein et al., 2005). Estudios recientes indican que
en la amigdala, algunas células son capaces de proliferar y generar astrocitos y
oligodendrocitos. Sin embargo, su papel como nicho neurogénico no estd todavia

completamente establecido (Oyarce et al., 2014).

En contraste con estos nichos neurogenicos emergentes, hay otras dos regiones del
cerebro descritas claramente como reservorios de células madre neurales adultas (NSCs) y
que han sido ampliamente estudiadas. Se trata de la zona subgranular del giro dentado del
hipocampo (SGZ del inglés subgranular zone) y la zona ventricular-subventricular (V-SVZ,
del inglés subventricular zone) o subependimaria (SEZ, del inglés subependymal zone). Las
NSCs presentes en la SGZ generan progenitores intermedios que a su vez, daran lugar a
neuroblastos que se diferencian en neuronas granulares glutamatérgicas de la capa granular
inmediatamente adyacente. Las nuevas neuronas generadas, extienden dendritas hacia la
capa molecular y proyectan axones hasta la region CA3 del hipocampo, estableciendo
nuevas conexiones sindpticas dentro del circuito existente. La SEZ se localiza a lo largo de
la pared de los ventriculos laterales y, al igual que ocurre en el hipocampo, las NSCs
presentes en la SEZ dan lugar a progenitores intermedios de rapida amplificacion que
generan neuroblastos, los cuales migran de forma tangencial hasta el OB, siguiendo el
camino migratorio rostral 0 RMS, donde se diferenciaran en interneuronas (Ming y Song,
2011). La SEZ es el nicho neurogénico proliferativamente méas activo y méas grande
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encontrado en el cerebro adulto, generando tres veces mas neuronas que el giro dentado del
hipocampo (Lois y Alvarez-Buylla, 1994; Cameron y McKay, 2001; Seaberg y van der
Kooy, 2002; Mirzadeh et al., 2008).

2.1. Citoarquitectura de la SEZ

Joseph Altman fue el primero en sugerir que en la SEZ se localizan progenitores
capaces de dar origen a las nuevas neuronas del OB (Altman, 1969). Estudios in vitro
llevados a cabo con células disociadas de la SEZ revelan la presencia de NSCs, dado que
son capaces de auto-renovarse y crecer formando agregados clonales esféricos en suspension
(neuroesferas) en presencia del factor de crecimiento epidérmico (EGF; del inglés Epidermal
Growth Factor) y del fibroblastico (FGF; del inglés Fibroblast Growth Factor) en el medio
de cultivo, ademas de ser capaces de diferenciarse en astrocitos, neuronas y oligodendrocitos
bajo condiciones que promueven la diferenciacion (Reynolds y Weiss, 1992; Levison y
Goldman, 1997; Gritti et al., 2002).

La SEZ esta compuesta principalmente por NSCs, ependimocitos, astrocitos,
progenitores de rapida amplificacion (TAPS) y neuroblastos, que difieren en cuanto a su
morfologia, ultraestructura, capacidad proliferativa y marcadores moleculares (Doetsch et
al., 1997; lhrie y Alvarez-Buylla, 2008; Mirzadeh et al., 2008). Las células ependimarias
forman una monocapa o pared de células que tapiza la pared de los ventriculos laterales y
permanece en contacto directo con el lumen del ventriculo. Las células ependimarias
exponen hacia el lumen del ventriculo una superficie apical multiciliada que contribuye a la
circulacién del liquido cefalorraquideo (CSF; Cerebrospinal Fluid) que regula la orientacién
y migracion de las cadenas de neuroblastos (Sawamoto et al., 2006). Su papel como potencial
NSC, propuesto inicialmente por el grupo de Frisén, a finales de los afios 90, fue descartado
debido a que el epéndimo es incapaz de proliferar en condiciones fisioldgicas (Chiasson et
al., 1999; Doetsch et al., 1999a; Johansson et al., 1999).

Las NSCs de la SEZ también denominadas células tipo B derivan de la glia radial
embrionaria y pertenecen al linaje astrocitario (Kriegstein y Alvarez-Buylla, 2009).
Presentan rasgos distintivos como morfologia elongada, menos ramificada que los astrocitos
y filamentos intermedios constituidos por la misma proteina, la proteina fibrilar acida glial
0 GFAP. En el nicho subependimario, estas NSCs B-GFAP+ se sitlan adyacentes a la capa

ependimaria, constituyendo el elemento central de las estructuras en forma de roseta o
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molinillo (del inglés pinwheel), que se observan en imagenes obtenidas de preparaciones en
face de la superficie ventricular. En las rosetas, las células B extienden un cilio corto desde
la region apical y a través de los ependimocitos, para alcanzar el lumen del ventriculo,
mientras que otra extension emana de su extremo basal, contactando con los vasos
sanguineos presentes en el nicho (Doetsch et al., 1997; Merkle et al., 2004; Mirzadeh et al.,
2008). Las NSCs tipo B poseen un ciclo celular largo, por lo que son relativamente
quiescentes, y son capaces de dividirse de forma simétrica para mantener el reservorio de
NSCs en el nicho o bien de forma asimétrica, permitiendo la repoblacion y la generacién de
los TAPs (Morshead et al., 1998; Doetsch et al., 1999b).

Figura 2. Neurogénesis adulta en la SEZ. (a) Esquema representativo del cerebro de ratén, donde se muestran
las estructuras anatémicas implicadas en la neurogénesis adulta. (b) Izquierda: Corte coronal correspondiente
al plano de corte indicado en la figura 2 a. Derecha: Ampliacién de una regién de la SEZ que muestra la
citoarquitectura caracteristica del nicho. (c) Representacion de los componentes celulares que conforman los
gliotubos del RMS. (d) Esquema representativo de los tipos de interneuronas en los que se diferencian los
neuroblastos a su llegada al OB. LV: ventriculo lateral; RMS: camino migratorio rostral; OB: bulbo olfatorio;
Cx: cértex; CC: cuerpo calloso; Str: estriado; Sp: septum; SEZ: zona subependimaria; CP: plexo coroideo; E:
células ependimarias; aNSC: NSC activada; qNSC: NSC quiescente; Nb: neuroblastos; TAP: progenitores de
rapida amplificacién; BV: vasos sanguineos; A: astrocitos; GRL: capa granular; IN: interneuronas; GL: capa
glomerular. Imagen modificada de (Chaker et al., 2016; Gengatharan et al., 2016).

Las células TAP son precursores inmaduros que poseen nucléolos atipicos, grandes
y reticulados, carecen de filamentos intermedios, muestran una elevada capacidad
proliferativa y se distribuyen en grupos dispersos de células que, tras dividirse de forma
rapida 3-4 veces (Ponti et al., 2013), dan lugar a neuroblastos migradores que contintian su
migracion hasta el OB por el RMS (Doetsch et al., 1997; Zhao et al., 2008).
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Los neuroblastos generados en la SEZ presentan una morfologia fusiforme, con un
proceso apical largo y otro corto en el polo opuesto, tienen una capacidad proliferativa
limitada, dividiéndose una o dos veces tan sélo (Ponti et al., 2013), se producen de forma
continuada y se organizan en grupos. Los grupos de neuroblastos se organizan formando
cadenas, envueltas por células de glia, constituyendo las estructuras denominadas gliotubos,
que migran paralelas al ventriculo lateral y se extienden rostralmente por el RMS desde la
SEZ hasta el OB. Tras su llegada al OB, se diferencian en interneuronas de las capas granular
y glomerular del OB (Lois y Alvarez-Buylla, 1994; Lois et al., 1996; Yoon et al., 1996;
Lledo et al., 2008) (Figura 2).

2.2. ldentificacion de las células madre neurales adultas: células B-GFAP+

A lo largo de las tltimas dos décadas se han realizado numerosos trabajos dirigidos
a esclarecer la identidad y caracteristicas de las NSCs de la SEZ, mas alla de su naturaleza

astrocitaria.

Mediante estudios de infusion con drogas antimitoticas en la zona, se observo que
las células que permanecen en el nicho tras el tratamiento, son las células ependimarias y las
células tipo B-GFAP+. Dado que las células ependimarias no proliferan en condiciones
fisioldgicas (Chiasson et al., 1999; Doetsch et al., 1999a; Johansson et al., 1999), se postulo
que la regeneracion de la zona tras la eliminacion del antimitético, se producia a partir de
una subpoblacién de células B altamente quiescentes. Estos trabajos indicaron que la
poblacion de NSCs de la SEZ co-existen en dos estados de activacion: las NSC quiescentes
(qNSCs) y las NSC activadas (aNSCs) (Pastrana et al., 2009; Silva-Vargas et al., 2013;
Codega et al., 2014). En los dltimos tres afios, el desarrollo de nuevas tecnologias esta
permitiendo generar estrategias ingeniosas para definir, caracterizar y clasificar estos estados
de activacion, lo que ha permitido encontrar marcadores con expresion diferencial en ambos
tipos de NSC. Mediante el uso de animales transgénicos, las técnicas de trazado celular, el
marcaje inmunohistoquimico o la citometria de flujo, sabemos que, tanto las qNSCs como
las aNSCs, expresan GFAP, GLAST, CD133/Prominina-1, CD9, LeX, Bmil, Plexin B2,
Hes5 y, sin embargo, son negativas para S100p o CD24. Los marcadores que caracterizan a
las aNSC, a diferencia de las qNSC, son el receptor de EGF y la nestina (Codega et al., 2014;
Mich et al., 2014; Chaker et al., 2016) (Figura 3). Recientemente, y a partir de diversos
marcadores descritos anteriormente, se ha conseguido aislar individualmente NSCs y

analizar el transcriptoma a nivel de célula dUnica por técnicas de ARN-Seq, permitiendo
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clasificarlas segun sus caracteristicas moleculares con més precision (Llorens-Bobadilla et
al., 2015).

Células ] Celulas madre | Células madre
Ependimarias | AStrocitos quiescentes activadas TAPs =

e =

Nestina

Figura 3. ldentificaciéon celular del nicho neurogénico. Esquema de las poblaciones celulares mas
significativas localizadas en la SEZ adulta, mostrando algunos de los marcadores mas representativos para la
identificacion de cada tipo celular. Imagen modificada de (Codega et al., 2014).

La conclusion directa de estos experimentos es que dado que las células remanentes
han sido capaces de resistir al tratamiento antimitotico, se trataria de una poblacion
relativamente quiescente, capaz de regenerar el nicho por completo a través de la aparicion
de una subpoblacion de NSCs derivadas proliferativas, que son capaces de autorrenovarse y
poseen un ciclo celular mas activo, aunque son capaces de retener nucledsidos trazables por
periodos de tiempo relativamente largos. A partir de ésta poblacion ‘activada’, se generan
en primer lugar los progenitores transitorios de rapida amplificacion y de éstos ultimos, los
neuroblastos migradores (Andreu-Agullo et al., 2009; Pastrana et al., 2009). También se
generan precursores oligodendrogliales y oligodendrocitos maduros mielinizantes que se
incorporan a la fimbria del estriado y al cuerpo calloso (CC) (Menn et al., 2006; lhrie y
Alvarez-Buylla, 2008; Jackson y Alvarez-Buylla, 2008; Pastrana et al., 2009).

A pesar de todos los esfuerzos que se han realizado en los ultimos afios para
identificar y estudiar el comportamiento de las NSCs en su estado fisiolégico o en
condiciones regenerativas, no se han descubierto marcadores exclusivos de este tipo celular
que pudieran ser utilizados in vivo (Nam y Benezra, 2009; Pastrana et al., 2009; Ming y
Song, 2011; Llorens-Bobadilla et al., 2015). El descubrimiento de marcadores especificos
de NSCs, quiescentes o activadas, podria facilitar la localizacion de estas células en el nicho
y permitiria estudiar mejor su dinamica celular, como se ven afectadas por factores exdgenos

y qué interacciones establecen con otras células.
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2.3. Migracion, diferenciacion e integracion de la descendencia generada

Los TAPs se generan mediante divisiones asimétricas de las NSCs de la SEZ, su ciclo
celular es activo y relativamente corto, de unas 13 h de duracidon, expresan el receptor de
EGF o factores de transcripcion como DIx2 (distal-less homeobox 2) y Mashl (mammalian
achaete-schute homolog 1; también conocido como Ascll) (Morshead et al., 1998; Doetsch
etal., 2002; Parras etal., 2004; Kim et al., 2011). A partir de dichos progenitores, se obtienen
precursores de astrocitos, precursores de oligodendrocitos y precursores neuronales. Los
precursores de oligodendrocitos u OPC, que expresan Olig2, nestina, NG2 (neural/glia
antigeno 2) y el factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGFRa), migran al cuerpo
calloso para diferenciarse en células inmaduras NG2+/0O4+, las cuales contintan
dividiéndose localmente o maduran hasta convertirse en células mielinizantes (Menn et al.,
2006; Gonzalez-Perez et al., 2009). Los precursores de astrocitos han sido identificados
recientemente y pueden diferenciarse en astrocitos maduros residentes en la SEZ o bien,
astrocitos capaces de migrar hasta el CC (Gross et al., 1996; Bond et al., 2012; Sohn et al.,
2015).

Los precursores neuronales son los mas extensamente estudiados y generan en la
SEZ neuronas inmaduras denominadas neuroblastos. Los neuroblastos se localizan por todo
el nicho formando grupos en forma de cadenas rodeadas por astrocitos (gliotubos) que se
extienden rostralmente desde la SEZ hasta el OB, generando el RMS. Los grupos de
neuroblastos establecen interacciones adherentes homofilicas mediante la expresion de la
glicoproteina de adhesion neural PSA-NCAM. La porcion polisializada (PSA) de esta
proteina permite modular la adhesion entre células, disminuyendo la fuerza de las
interacciones homofilicas para permitir a las células despegarse y desplazarse a lo largo de
las cadenas. Durante la migracion hacia el OB, los neuroblastos son capaces de proliferar,
accion que contribuye a la amplificacion del nimero de neuronas generadas (Rutishauser y
Landmesser, 1991; Menezes et al., 1995; Lois et al., 1996; Doetsch et al., 1997).

Una vez en el OB, los neuroblastos migran radialmente hacia las capas granular y
glomerular donde inician su diferenciacion y maduracién, un proceso que dura unos 5-10
dias. Durante este periodo, los neuroblastos desarrollan arboles y espinas dendriticos y se
convierten en interneuronas de distinto tipo funcionalmente integradas en el circuito
olfatorio (Petreanu y Alvarez-Buylla, 2002; Carleton et al., 2003). Segun la localizacion de

los progenitores en la SEZ, la posicion de sus cuerpos celulares y dendritas y la expresion
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de diversos marcadores moleculares, se ha podido identificar tres tipos de interneuronas
periglomerulares, cinco tipos de interneuronas granulares, asi como células satélite y
perimitrales. Las interneuronas periglomerulares derivan de precursores formados en la
region ventral, en la dorsal de la SEZ o en el subcalloso, y pueden expresar calbindina,
calretinina y tirosina hidroxilasa. Las interneuronas granulares proceden de precursores del
subcalloso o de la zona ventral, dorsal o anterior de la SEZ y expresan calretinina. Se han
descrito cinco subtipos (Gi-Gv) segun la localizacion de sus cuerpos celulares y la region
donde se extienden sus dendritas. Las interneuronas satéelite expresan calretinina y tanto el
cuerpo celular como sus dendritas se extienden en la capa plexiforme externa. Las
interneuronas perimitrales expresan calretinina, en la capa mitral se localizan los cuerpos
celulares y dendritas, que también se extienden por la capa plexiforme interna, y su axon se
extiende hacia la capa plexiforme externa (Merkle et al., 2014). Todas estas interneuronas
ejercen un papel importante en la modulacion de la actividad de las células mitrales y en
penacho del OB, constituyendo las proyecciones neuronales que transmiten la informacion

olfativa directamente al cortex (Lledo et al., 2008) (Figura 4).
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Figura 4. Interneuronas generadas en el OB a partir de NSCs residentes en la SEZ. Izquierda: Dibujo
representativo de la citoarquitectura de un corte coronal medial de OB de ratén. Derecha: Aumento del recuadro
indicado en el dibujo de la izquierda. Esquema representativo de las interneuronas generadas de novo en las
distintas capas del OB. GrL: Capa granular; GL: Capa glomerular; EPL: Capa plexiforme externa; IPL: Capa
plexiforme interna; MCL: Capa mitral; PGC: Células periglomerulares; G: Células granulares. La barra de
escala de la imagen corresponde a 25 pm. Imagen modificada de (Merkle et al., 2014).

2.4. Neurogenesis en el cerebro humano

Segun las estimaciones del Instituto Nacional de Estadistica (INE), en el afio 2064 la
poblacion humana de méas de 65 afios de edad se incrementara en algo mas de un 20 %. El
envejecimiento es el factor de riesgo mas importante en la aparicién y desarrollo de
demencias causadas por enfermedades neurodegenerativas como el Alzheimer o el

Parkinson (Hindle, 2010). En ambas enfermedades se ha observado la aparicion de
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agregados proteicos en regiones especificas del cerebro, como el hipocampo, el cortex o la
sustancia nigra, donde finalmente se induce una muerte neuronal masiva, causante de las
manifestaciones clinicas de estas enfermedades (Nussbaum y Ellis, 2003). Sin embargo, no
son las unicas causas de dafio neuroldgico cuya incidencia estd aumentando en la actualidad.
Las lesiones cerebrovasculares y el dafio cerebral adquirido, son una de las principales
causas de muerte y discapacidad, provocando graves alteraciones neurocognitivas, y
psicosociales (Alberdi et al., 2014). Los tratamientos clinicos existentes son paliativos,
capaces de reducir ligeramente los avances de la degeneracion tisular, pero sin embargo,
todavia no existen estrategias capaces de revertir y restablecer de nuevo el tejido cerebral
dafado (Shoulson, 1998). La estimulacion de la diferenciacion de las NSCs del cerebro
adulto hacia un linaje celular concreto, podria convertirse en la estrategia Optima para
combatir las enfermedades causadas por dafio cerebral, dado que haria posible la renovacion
progresiva del tejido celular dafiado (Curtis et al., 2007; Lindvall y Kokaia, 2010; Feng y
Gao, 2012). Para ello, es imprescindible averiguar cuales son los factores enddgenos que
inducen a las NSCs a dividirse de forma asimétrica, para generar los tres linajes celulares
del sistema nervioso, y cuales son las sefiales que promueven la migracion de los

progenitores y su maduracion e integracion funcional en el tejido dafiado.

Con este objetivo, desde finales del siglo XX se ha estudiado la neurogénesis en el
cerebro humano. Ensayos in vitro con células procedentes de lobectomias del l6bulo
temporal y del cortex, o de SEZ y de SGZ extraidas a partir de biopsias, sugirieron la
presencia de NSCs en cerebro adulto, dado que eran capaces de proliferar formando
neuroesferas y de diferenciarse en astrocitos, neuronas y oligodendrocitos (Kirschenbaum et
al., 1994; Pincus et al., 1997; Kukekov et al., 1999), y que subpoblaciones de astrocitos de
la SEZ, eran las NSCs del cerebro humano adulto (Sanai et al., 2004). El analisis post mortem
del tejido cerebral de pacientes que habian sido tratados con nucle6sidos como la
bromodesoxiuridina (BrdU) en protocolos de diagnéstico oncoldgico afios antes de su
fallecimiento, confirmd la presencia de células proliferativas en la SGZ del giro dentado del
hipocampo (Eriksson et al., 1998). Ya en el siglo XXI, los ingeniosos experimentos del
grupo de Jonas Frisén en el Instituto Karolinska, permitieron determinar el afio de
nacimiento de neuronas obtenidas de muestras post mortem de individuos de distintas edades
como aquel en el que el nivel de *C atmosférico se correspondia con el medido en su ADN.
Estos estudios nos han ensefiado que los humanos producimos neuronas olfativas sélo

durante la infancia, pero que a lo largo de toda la vida producimos neuronas que se integran
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en el nucleo estriado (Bergmann et al., 2015; Ernst y Frisen, 2015; Frisén, 2016). La
abundancia de progenitores encontrados en la SEZ del cerebro humano, respecto a los
encontrados en el hipocampo, es muy superior, por lo que convierte a la SEZ en un nicho
potencialmente relevante para el estudio de la neurogénesis humana adulta (Curtis et al.,
2012).

La SEZ se localiza en la pared lateral de los ventriculos laterales y en humanos esta
compuesta por cuatro capas celulares (Quinones-Hinojosa et al., 2006). La capa adyacente
al ventriculo lateral, o capa I, estad formada por una monocapa de células ependimarias con
morfologia celular clbica, que extienden microvellosidades en su superficie apical en
direccién paralela o perpendicular a la superficie ventricular (Quinones-Hinojosa et al.,
2006). Algunas de estas expansiones interaccionan con las ramificaciones astrocitarias
presentes en la capa Il o capa hipocelular, nombrada de este modo debido a la baja densidad
de cuerpos celulares (Sanai et al., 2004). En esta capa se localiza un tipo de astrocitos
pequefos que poseen proyecciones horizontales largas y cuya funcion se desconoce todavia
(Quinones-Hinojosa et al., 2006). La capa I11 esta formada por un anillo de cuerpos celulares
de astrocitos. Una subpoblacion de estos astrocitos tiene capacidad proliferativa
(GFAP+KIi67+) y se ha postulado que podrian ser las células multipotentes capaces de
proliferar in vitro, aunque su funcion in vivo todavia no estd clara (Sanai et al., 2004;
Quinones-Hinojosa et al., 2006; Quinones-Hinojosa et al., 2007; Sanai et al., 2011). Los
astrocitos de la capa Ill se han clasificado en dos tipos, segun criterios morfologicos y
ultraestructurales. Un primer grupo lo forman astrocitos grandes, que estan situados entre
las capas Il y 11 y poseen abundantes organulos, y el segundo grupo de astrocitos se localiza
en la parte ventral del cuerno temporal de los ventriculos laterales, son grandes y poseen
pocos organulos (Quinones-Hinojosa et al., 2006). Mediante microscopia electronica, se ha
identificado en la capa Il la presencia de oligodendrocitos no mielinizantes y células
ependimarias, que no contactan con el ventriculo pero forman pequefias agrupaciones y
expresan abundantes microvellosidades y cilios. La capa IV es la transicion entre la capa de
astrocitos (capa Il1) y el parénquima, siendo caracteristica la presencia de abundante mielina

(Quinones-Hinojosa et al., 2006) (Figura5).

El descubrimiento de células madre en el cerebro humano, representa un incentivo

para el estudio de nuevas terapias clinicas frente al dafio neurologico.
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2.5. Regulacion del nicho neurogénico subependimario

El nicho neurogénico subependimario es una region dinamica del cerebro que
mantiene un entorno adecuado para la supervivencia, proliferacion y diferenciacion de las
NSCs. La decision de proliferar o diferenciarse, dependera del balance entre las sefiales
extracelulares que reciben del entorno y las interacciones celulares que establecen en la SEZ,

asi como de elementos intrinsecos (Figura 6).

Algunos factores de crecimiento que regulan la neurogénesis adulta se liberan desde
los plexos coroideos, células epiteliales presentes en el ventriculo encargadas de producir el
CSF. Las células ependimarias redistribuyen los factores liberados por los plexos, mediante
el batido de sus cilios, generando gradientes de factores de crecimiento a lo largo de la
superficie ventricular, y regulan de forma activa la absorcion de iones y el transporte de los
factores que contiene el CSF hacia el parénquima (Bjornsson et al., 2015). Algunos de los
factores secretados por los plexos coroideos son SLIT1/2, IGF-2 (Insulin Growth Factor-2),
TGF-B (Transforming Growth Factor-f) o NT-3 (Neurotrophin-3), relacionados con la
regulacion de las NSC, la migracion o la neurogénesis (Bjornsson et al., 2015). En el caso
de la neurotrofina NT-3, es liberada en los plexos coroideos y el endotelio vascular. La
liberacion en la SEZ promueve la quiescencia de las NSCs a través de una cascada de

sefializacion mediada por el 6xido nitrico (Delgado et al., 2014).
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Tenascina C

Colageno
CSPG
HSPG

Figura 6. Regulacién del nicho neurogénico. Izquierda: Esquema de un corte coronal de cerebro de raton
adulto, indicando la localizacion de la SEZ. Derecha: Ampliacion del recuadro indicado en la imagen de la
derecha, correspondiente al nicho subependimario. Esquema de la citoarquitectura de la SEZ, indicando
algunos factores liberados que influyen sobre la dindmica celular de las NSCs. LV: ventriculo lateral; Cx:
cortex; CC: cuerpo calloso; Str: estriado; Sp: septum; SEZ: zona subependimaria;.CP: plexo coroideo; E:
células ependimarias; aNSC: NSC activadas; qNSC: NSC quiescentes; Nb: neuroblastos; TAP: progenitores
de rapida amplificacion; BV: vasos sanguineos; ECM: matriz extracelular. Imagen modificada de (Chaker et
al., 2016).

Las células ependimarias, debido a su situacion en la citoarquitectura del nicho,
actian como barrera y sostén estructural, pero también como sensores de los factores
liberados en el CSF. Las células B-GFAP+ de la SEZ emiten un cilio corto hacia el lumen
del ventriculo, intercalado entre la pared de células ependimarias multiciliadas que residen
en la superficie, y en su extremo basal, extienden una ramificacion que contacta directamente
con la ldamina basal de los vasos sanguineos (Doetsch et al., 1997; Mirzadeh et al., 2008). El
acceso de las células madre al CSF y el contacto con la vasculatura, fuentes secretoras de
factores de crecimiento, permite que actlen como sensores, integradores y reguladores de
las sefiales procedentes del nicho neurogénico. Ademas, las NSCs mantienen
comunicaciones por uniones en hendidura, con otras NSC y con las células ependimarias, y
pueden secretar factores difusibles, lo que les permite propagar sefiales de forma local o
generalizada por todo el nicho, regulando asi su activacion y diferenciacion (Riquelme et al.,

2008).

Las células ependimarias permiten crear un ambiente favorable en el nicho mediante
la secrecidn de factores como noggin, un antagonista de las proteinas morfogénicas del hueso
0 BMP (Bone Morphogenetic Protein) (Lim et al., 2000; Peretto et al., 2004). Las BMP son
miembros de la superfamilia del TGF (Transforming Growth Factor), morfdgenos
relevantes durante el desarrollo. La regulacién de la sefializacién mediada por BMPs puede
favorecer la neurogénesis, gliogénesis o bien la proliferacion de las NSCs (Gross et al., 1996;

Bond et al., 2012; Porlan et al., 2013). Ademas de noggin, otros factores liberados por las
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células ependimarias son el SDF1, citoquina importante en procesos como la migracion o la
supervivencia (Riguelme et al., 2008; Kazanis, 2009) capaz de interaccionar con el receptor
CXCR4 (Stumm et al., 2002), o el PEDF (Pigment Epithelium-Derived Factor) (Ramirez-
Castillejo et al., 2006).

La vasculatura esta implicada en la regulacion de la proliferacion y diferenciacion de
las NSCs mediante la liberacion de diversos factores como es el caso del factor de
crecimiento VEGF (Vascular Endotelial Growth Factor), implicado tanto en la regulacion
de la neurogénesis, como de la angiogénesis del nicho, o beta-celulina (Jin et al., 2002; Fabel
et al., 2003; Cao et al., 2004; Ottone et al., 2014; Rafii et al., 2016). Las células endoteliales,
al igual que las ependimarias, son capaces de secretar PEDF, un factor de nicho implicado
en la regulacion de la auto-renovacion y multipotencia de las NSC mediante la activacion de
la via de Notch (Andreu-Agullo et al.,, 2009). La vasculatura también regula la
quiescencia/activacion mediante interacciones directas célula-célula mediadas por la accién
conjunta de Notch y efrinas (Ephs) (Ottone et al., 2014; Rafii et al., 2016).

Las interacciones que establecen las células B-GFAP+ con su entorno, a traves de
contactos celula-célula o mediante la transduccion de sefiales mediada por factores
exogenos, pueden regular su estado proliferativo. Los factores de crecimiento son relevantes
para la regulacion de la proliferacion de las células madre: las NSCs expresan los receptores
de EGF (Epidermal Growth Factor) y FGF (Fibroblast Growth Factor), implicados en la
regulacion de su proliferacion (Reynolds y Weiss, 1992; Ferron et al., 2010). Las NSCs
establecen contactos con diversos componentes de la matriz celular. Algunos de ellos como,
laminina, colageno tipo I, CSPG (Chondroitin Sulphate Proteoglycans), HSPG (Heparan
Sulphate Proteoglycans) o Tenascina-C, modulan la accesibilidad de estas células a los
factores de crecimiento (Riquelme et al., 2008). La laminina se localiza en astrocitos, vasos
sanguineos y en la capa ependimaria, e interviene en la regulacion de la proliferacion de las
aNSC (Hall et al., 2008). En cuanto a la Tenascina-C modula la expresion del receptor de
EGF y estd implicada en la proliferacion y migracion de los oligodendroblastos (Garcion et
al., 2001; Peretto et al., 2005). El carbohidrato LeX/SSEA-1 presente en la superficie celular
de las NSCs proximas a los vasos sanguineos, es capaz de unir FGF y ligandos de la via de
Whnt, y el ectodominio estd implicado en la inhibicion de la angiogénesis (Dvorak et al.,
1998; Capela'y Temple, 2002; Sottile, 2004; Shen et al., 2008). Recientemente se ha descrito
la expresion de la proteina de adhesion VCAM-1 (Vascular Cell Adhesion Molecule-1) en

la extension apical que emiten las células B-GFAP+ al lumen del ventriculo, y favorece el
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mantenimiento de la citoarquitectura del nicho y la quiescencia de las células madre
(Kokovay et al., 2012). El ligando DIk-1 del receptor de Notch se expresa en la membrana
de las NSCs y se ha descrito su papel en la neurogénesis y en la regulacion de la proliferacion
de estas células (Ferron et al., 2011).

La SEZ estd abundantemente inervada por terminaciones nerviosas locales o
procedentes de regiones mas alejadas, como la sustancia nigra. La liberacion de
neurotransmisores dopaminérgicos por terminales axonicos procedentes de la sustancia
nigra, promueve la neurogénesis en la SEZ. Los neurotransmisores GABAE€rgicos son
liberados localmente y estimulan la migracion de los neuroblastos en detrimento de la auto-
renovacion de las NSCs (Kazanis, 2009). La produccion de éxido nitrico por los terminales
de las neuronas nitrérgicas de la SEZ promueven la quiescencia y, la inervacion colinérgica
promueve la supervivencia de los neuroblastos (Riquelme et al., 2008). Otros
neurotransmisores regulan el nicho de la SEZ de manera compleja (Berg et al., 2013; Tong
et al., 2014).

3. El papel de las cadherinas clasicas en los nichos neurogénicos
3.1. Cadherinas: clasificaciony estructura

Las cadherinas (calcium-dependent adherent proteins) pertenecen a una superfamilia
de glicoproteinas transmembrana dependientes de calcio e implicadas en la adhesion celular.
Poseen un extremo amino terminal (N-ter) muy conservado, formado por varios dominios
cadherina extracelulares (EC) en tandem de unos 110 aminoacidos cada uno, entre los cuales
hay secuencias de reconocimiento, AXDXD, LDRE, o DXNDN, que median la unién de
hasta tres iones calcio (Ca*?) y modulan la fuerza de adhesion (Takeichi et al., 1981; Hatta
et al., 1988; Shapiro et al., 1995). Las cadherinas tienen un Unico segmento transmembrana
y otro citoplasmico (C-ter), cuya secuencia difiere entre los distintos miembros de la

superfamilia (Tanihara et al., 1994).

Se han descubierto mas de 110 moléculas de adhesion pertenecientes a esta
superfamilia de proteinas que difieren en estructura y funcion. Las clasificaciones que se han
llevado a cabo se basan en su descubrimiento historico, su estructura molecular, la funcion
que desarrollan, su capacidad de captacion de calcio o su especificidad de adhesion a otras
proteinas. Teniendo en cuenta estos criterios, algunas de las subfamilias mas destacadas son

las cadherinas clasicas, cadherinas desmosomales, protocadherinas, Fat, Flamingo,
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Calsinteninas o Ret (Hirano y Takeichi, 2012). Las mas estudiadas hasta el momento, debido
a su relevante papel en la morfogénesis durante el desarrollo embrionario, han sido las

cadherinas clésicas (Figura 7).

EXTRACELULAR
Figura 7. Miembros de la superfamilia de las
cadherinas. Dibujos representativos de las
principales caracteristicas estructurales de las
subfamilias méas distintivas. Los dominios
8 cadherina o EC estan representados como circulos
§ naranjas en la region extracelular. Los dominios
citosblicos de interaccién con p120 estan indicados
en rosa, los de interaccion con la B-catenina estan
= coloreados en azul oscuro y los dominios quinasa
m I estan representados en morado.
=
Cadherinas
clasicas Proto- Calsisteninas Flamingo
cadherinas Ret
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3.2. Las cadherinas clasicas

La subfamilia de las cadherinas clasicas se caracteriza por tener el extremo N-ter
formado por cinco dominios cadherina EC en tdndem denominados EC1-5, un segmento
transmembrana y un dominio citoplasmico que posee secuencias de unién a las cateninas 3,
aypl20 (Figura 8 a). Los miembros pertenecientes a esta subfamilia de cadherinas pueden
ser de Tipo | o de Tipo Il en base a pequefias diferencias en la secuencia de aminoacidos del
extremo N-ter y C-ter (Tanihara et al., 1994). Un ejemplo de ello es que las cadherinas tipo
| poseen en el dominio EC1 un triptéfano (Trp2) que media la unién especifica con otra
proteina de adhesion, mientras que las cadherinas tipo Il median dicha accién con dos
triptéfanos (Trp2 y Trp4) (Overduin et al., 1995; Parisini et al., 2007). Las cadherinas
pertenecientes al grupo | fueron nombradas en relacion al tejido donde fueron descritas por
primera vez y son E-cadherina 0 CDH1 (epéndimo), N-cadherina o CDH2 (neural), P-
cadherina o CDH3 (placenta), R-cadherina 0 CDH4 (retina) y M-cadherina o CDH15
(musculo), y el grupo de cadherinas Tipo Il esta compuesto por 13 miembros, nombrados de
laCDH5 ala CDH12, de laCDH18 ala CDH20, la CDH22 y la CDH24 (ver revision Hirano
y Takeichi, 2012).
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Las cadherinas estan presentes en la célula en tres conformaciones diferentes, que
segun fuerza de adhesién se ordenan en monomeros, dimeros y clusteres, siendo el
monomero la conformacion mas débil y el claster la que presenta mayor fuerza de adhesion
(Yapetal., 1997; Tamura et al., 1998). Analisis mediante rayos X sugieren que los dominios
de dos cadherinas se alinean en paralelo formando dimeros, los cuales a su vez interaccionan
por su extremo N-ter (EC1) con otro dimero de cadherina presente en la membrana de otra
célula (Figura 8 b, c), estableciendo los denominados dimeros de adhesion (Takeichi, 1995).
Los dimeros se establecen entre cadherinas del mismo tipo principalmente (adhesiones
homofilicas), aungue en algunos casos se establecen uniones entre cadherinas de diferentes
subfamilias o con integrinas (adhesiones heterofilicas) (Takeichi, 1977; Cepek et al., 1994;
Shapiro et al., 1995). La robustez de las interacciones entre cadherinas estd mediada por el
numero de moléculas de cadherina que pueden interaccionar entre si y por la cantidad de
iones de calcio captados en los dominios EC1-5, permitiendo la adquisicion de la
conformacién adecuada de la molécula y la modulacion de su rigidez (Overduin et al., 1995;
Pertz et al., 1999), imprescindible en procesos bioldgicos como el crecimiento axonico,
donde se postula que las interacciones deben ser débiles, o la formacion de las uniones

sinapticas, donde las interacciones deben ser mas fuertes (Colman, 1997).
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3.3. El papel de las cadherinas clasicas durante el desarrollo embrionario

Las interacciones célula-célula son especialmente importantes durante el desarrollo
embrionario, periodo en el cual, la expresion de proteinas de adhesion tipo cadherina es muy
dindmica. La E-cadherina se expresa inicialmente en todas las células embrionarias y permite
la compactacion de la morula al pasar de 8 a 16 blastomeros (Hyafil et al., 1980; Damsky et
al., 1983; Shirayoshi et al., 1983; Thiery et al., 2009; Nieto, 2013). En la siguiente etapa,
denominada blastocisto, se produce la reordenacion de los blastdmeros para formar una
cavidad interna rodeada de celulas y con una masa celular interna en uno de los polos, a
partir de la cual se formara el epiblasto que dara lugar a las tres capas germinales durante la
gastrulacion (ectodermo, mesodermo y endodermo). En esta Ultima etapa, las células del
epiblasto que van a invaginarse comienzan a expresar no sélo la E-cadherina, sino también
N-cadherina. Para permitir la organizacion en las tres capas germinales, las células del
mesodermo deben migrar entre el ectodermo y el endodermo, proceso durante el cual la
expresion de E-cadherina se ve disminuida y la expresioén de N-cadherina se mantiene en el
polo apical de dichas células. Tras la invaginacion de la placa neural, el ectodermo situado
sobre el tubo neural pierde la expresion de E-cadherina y empieza a expresar, de manera
uniforme, N-cadherina. Sin embargo, el resto de ectodermo y todo el endodermo siguen
expresando E-cadherina, incluso tras diferenciarse en células epiteliales. El ectodermo
formado por las células de la cresta neural deja de expresar E-cadherina tras la formacién
del tubo neural y en cambio, empieza a expresar N-cadherina temporalmente, durante su
migracion dejan de expresar de nuevo N-cadherina y cuando llegan a su destino y se
diferencian, la expresion de N-cadherina se retoma de nuevo (para mas detalles ver
revisiones de Takeichi, 1988; Hirano y Takeichi, 2012). Las cadherinas no solo promueven
la neurulacion, sino que ademas, participan en la formacion y maduracién de diversos
organos a partir de las tres capas germinales (Thiery et al., 2009; Nieto, 2013; Combes et al.,
2015; Happe y Engler, 2016), entre ellos el SNC, en el que impulsan diversos y complejos
mecanismos como son la compartimentalizacion, la lateralizacion del cerebro, el crecimiento
axonico, la formacion de sinapsis o la migracién celular (Kadowaki et al., 2007; Redies et
al., 2011; Beste et al., 2016). Por lo tanto, la dindmica expresion de las cadherinas a lo largo
del desarrollo embrionario y en la etapa adulta, su detallado patron de expresion espacio-
temporal, su diversidad y su distribucion, permiten establecer complejas interacciones
intercelulares homofilicas especificas que favorecen la separacion de capas celulares, la

segmentacion del tubo neural o la migracién en momentos concretos del desarrollo.
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3.4. Relevancia de las cadherinas clasicas en los nichos neurogénicos

Los nichos neurogénicos presentes en el organismo adulto son regiones muy plasticas
y dindmicas, en constante cambio y renovacion, donde las interacciones célula-célula son
decisivas para responder a las sefiales del entorno. Por lo tanto, es logico pensar que las
uniones adherentes mediadas por cadherinas puedan estar ejerciendo un papel relevante. Los
primeros indicios de que esto podia ser asi, derivan del andlisis de las células madre
germinales presentes en los testiculos u ovarios de la mosca del vinagre (Drosophila
melanogaster) que expresan E-cadherina, la cual media el anclaje de las SC al nicho,
participa en la orientacion del huso mit6tico durante su division celular y promueve la
migracion de las células mas diferenciadas, preservando en el nicho a las SC (Song et al.,
2002; Yamashita y Fuller, 2008).

Las SC situadas en la capa basal de la epidermis de mamiferos, expresan proteinas
de adhesion implicadas en la regulacion de la orientacion del huso mitético, determinando
el modo de division simétrico o asimétrico de las SC epiteliales (Lechler y Fuchs, 2005). Por
su parte, las células satélites son las SC presentes en el musculo esquelético y se sittan a lo
largo de las fibras musculares y bajo la lamina basal. Estan unidas a la I[&mina basal por
uniones adherentes mediadas por integrinas y su extremo apical estd unido a las fibras
musculares por uniones de M-cadherina. Dicha distribucidon polarizada de proteinas de
adhesion, determina la orientacion del plano de division y por tanto el destino celular de las
células hijas (Kuang et al., 2007; Kuang et al., 2008). Las SC hematopoyéticas residentes en
la médula 6sea no parecen expresar E-cadherina y la funcion de la N-cadherina en el anclaje
de las células madre al nicho o en el mantenimiento del reservorio de células madre, esta en
entredicho (Kiel et al., 2007; Haug et al., 2008; Kiel et al., 2009; Li y Zon, 2010). Las SC
van perdiendo capacidad proliferativa durante la vejez, promovida por el descenso en los
niveles de expresion de E-cadherina (Boyle et al., 2007; Pan et al., 2007).

Las cadherinas clésicas E-cadherina y N-cadherina se expresan abundantemente
durante el desarrollo del sistema nervioso, y su expresion perdura hasta la etapa adulta
(Shimamura y Takeichi, 1992; Redies y Takeichi, 1993). En las ultimas décadas, numerosos
estudios se han enfocado en determinar cual es la funcion que ejercen estas cadherinas en
los reservorios de SC presentes en el SNC durante la etapa adulta. En el hipocampo, ambas
cadherinas estan presentes y se ha descrito su implicacion en la estabilizacién de las LTP

(Long-Term Potentiation), en el desarrollo del cono de crecimiento, en la formacion de las
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sinapsis y en la regulacion del trafico de las vesiculas sinapticas de las neuronas presentes
en la region CA3 del hipocampo (Fannon y Colman, 1996; Tang et al., 1998; Stan et al.,
2010; Bodrikov et al., 2011). La E-cadherina y la N-cadherina han sido detectadas en la SEZ;
sin embargo sus implicaciones en el mantenimiento y proliferacion de las NSCs del nicho
son todavia poco conocidas (Chen et al., 2006; Karpowicz et al., 2009). Asi como se ha
descrito el papel de la E-cadherina en la proliferacion de los TAPs, la funcion de la N-

cadherina se desconocia al inicio del presente trabajo (Karpowicz et al., 2009).

4. Regulacion de los niveles y actividad de las cadherinas clésicas

Como se hadicho ya, las cadherinas son proteinas de adhesion implicadas en diversos
procesos biologicos relevantes como, el desarrollo embrionario, la plasticidad sinéptica, el
anclaje celular de las SC al nicho, la orientacién del huso mitético o la migracién celular
(Takeichi, 1988; Fannon y Colman, 1996; Tang et al., 1998; Song et al., 2002; Lechler y
Fuchs, 2005; Yamashita y Fuller, 2008; Stan et al., 2010; Bodrikov et al., 2011; Hirano y
Takeichi, 2012). La robustez de las interacciones entre cadherinas, estd mediada por el
numero de moléculas cadherina que pueden interaccionar entre si a través de sus dominios
extracelulares, permitiendo asi la modulacién de su rigidez (Overduin et al., 1995; Pertz et
al., 1999), factor imprescindible en procesos biologicos como el crecimiento axonico, donde
se postula que las interacciones deben ser débiles, o la formacidn de las uniones sinapticas,
donde las interacciones deben ser mas fuertes (Colman, 1997). Por ello, es imprescindible la
regulacioén de los niveles de cadherinas en la superficie. Las células disponen de una amplia
bateria de mecanismos fisiologicos mediante los cuales modulan los niveles de cadherinas
expuestas en la superficie celular, los més relevantes son: modulacion de la cantidad total
por regulacion transcripcional, la degradacién lisosomal, la exocitosis, la endocitosis o
internalizacion, la escisién proteolitica o la modulacion de la rigidez de las uniones

establecidas.

4.1. Regulacion transcripcional de las cadherinas clasicas

Durante las primeras etapas del desarrollo neural, la expresion de la N-cadherina en
el neuroepitelio es muy abundante (Hatta et al., 1987; Paulson et al., 2014). Uno de los
primeros factores de transcripcion que se activan para generar neuronas en la placa neural y
en las placodas, es Sox2 (sry-box containing gene 2) (Matsumata et al., 2005; Smith et al.,

2009; Dady et al., 2012). Sox2 es capaz de inducir la activacion de la expresion de la
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NCadherina en estas regiones, mediante la regulacion de 3 secuencias potenciadoras
(enhancer) situadas en el gen que codifica para la N-cadherina (Matsumata et al., 2005;
Smith et al., 2009). Algunos trabajos demuestran que, en determinados momentos durante
el desarrollo, los factores de transcripcion de la familia Pax (Paired Box transcription factor)
pueden promover la expresion del gen de la N-cadherina (Cdh2). El factor Pax2 es capaz de
regular la expresion de la N-cadherina durante el desarrollo de las placodas Opticas y Pax6

durante el desarrollo de la retina (Christophorou et al., 2010; Rungger-Brandle et al., 2010).

Sin embargo, las cadherinas también pueden sufrir una regulacion negativa a nivel
de su transcripcion (Thiery et al., 2009; Nieto, 2013). Un estudio reciente demuestra la
accioén negativa que ejerce el factor de transcripcion Foxp2/4 sobre la expresion del ARNm
de la N-cadherina, de manera directa, o indirecta a través de la represion de Sox2, que
permite la migracion y diferenciacion de las nuevas neuronas generadas durante la
neurogénesis en el neuroepitelio (Rousso et al., 2012). La familia de reguladores
transcripcionales Slug/Snail y SIP1 (Smad-Interacting Protein 1) actian como represores de
la transcripcion génica de la E-cadherina, promoviendo la liberacion de la B-catenina de la
membrana y favoreciendo la activacion de los factores de transcripcion TCF/LEF (T-cell
factor/lymphoid enhancer-binding factor) (Cano et al., 1996; Batlle et al., 2000; Comijn et
al., 2001; Conacci-Sorrell et al., 2003). Por otro lado, se ha descrito que las proteinas Snail
y Twist son capaces de reprimir la expresion de la E-cadherina mediante su union directa a
las secuencias cajas-E (del inglés E-box) situadas en el promotor del gen y posee un sitio de
unién independiente de LEF (Nieto, 2002; Jamora et al., 2003; Yang et al., 2004; Lin et al.,
2014). La familia de proteinas Snail interviene en la sefializacion mediada por factores de
crecimiento como TGF-p, BMP o FGF (Nieto, 2002), por lo que puede actuar como nexo
para integrar las diversas sefiales celulares (Niessen et al., 2011). La expresion de estos
represores transcripcionales estd mediada por microARN, como los de la familia miR200,
que mantienen la expresion de la E-cadherina mediante la inhibicion de ZEB1 (Zinc finger
E-Box-binding homeobox-1) y ZEB2 (Zinc finger E-Box-binding homeobox-2) (Gregory et
al., 2008; Park et al., 2008).

Durante el proceso de carcinogénesis, se ha observado que la metilacion en residuos
de citosina de islas de dinucleétidos CpG, en la secuencia de ADN del promotor de la E-

cadherina, promueven la inhibicién de su expresion (Strathdee, 2002).
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4.2. Regulacion del trafico de las cadherinas clasicas

La traduccion del ARNm generado tras transcripcion, genera un péptido inmaduro,
pre-pro-cadherina, que es dirigido hasta el reticulo endoplasmaético rugoso (RER) para su
escision y maduracion (Koch et al., 2004). El péptido resultante, pro-cadherina, no tiene
propiedades adherentes, debido a impedimentos estéricos (Koch et al., 2004), y es
transportado desde el RER hasta la red del trans Golgi (TGN), desde donde se dirige el
transporte de las nuevas proteinas sintetizadas, a través de vesiculas, hacia su correcta
localizacion en la membrana plasmatica (Chen et al., 1999; Bryant y Stow, 2004). Las
nuevas proteinas generadas contienen una secuencia conservada que es reconocida por otras
proteinas para dirigir su transporte hacia su destino celular (Mellman y Warren, 2000;
Spiliotis y Nelson, 2003). En el caso de la E-cadherina, la presencia de un dominio rico en
leucinas localizado en la region citoplasmatica, promueve la regionalizacion baso-lateral en
células epiteliales (Miranda et al., 2001). Se ha demostrado que el transporte de las
cadherinas, desde la red TGN hasta la membrana, estd mediado por la interaccion de la
catenina p120 o B-catenina, ancladas al extremo citosélico de la cadherina (Chen et al., 1999;
Chen et al., 2003; Franz y Ridley, 2004; Yanagisawa et al., 2004; Fagotto, 2013).

Las pro-cadherinas transportadas, son procesadas previamente o tras la incorporacién
en la membrana plasmatica (Maret et al., 2010; Reines et al., 2012). Se ha planteado que la
regulacion del corte del pro-dominio podria estar implicada en el control de la plasticidad
sinaptica, dado que su procesamiento ocurre coincidiendo con la sinaptogénesis, y el bloqueo
de la escision promueve el retardo del proceso de formacion sinaptica (Latefi et al., 2009;
Reines et al., 2012).

La integridad de las cadherinas, una vez insertadas en la membrana celular, puede
llevarse a cabo mediante procesos de fosforilacion o ubiquitinizacion. Las proteinas CKIlI
(Casein Kinase-1I) y GSK3p (Glycogen Synthase Kinase-35) estan implicadas en la
fosforilacion de tres residuos de serina presentes en el dominio citoplasmético (S684, S686
y S692) de la E-cadherina. La fosforilacion de los residuos de serina incrementa la afinidad
entre la B-catenina y la E-cadherina, promoviendo su interaccion en la membrana (Huber y
Weis, 2001). En cambio, la fosforilacion de la B-catenina por Src o0 EGF (Nelson y Nusse,
2004), en los residuos de tirosina Y489 o Y654, o en la tirosina Y142 de la a-catenina,
promueven su disociacién de la E-cadherina (Nelson y Nusse, 2004). La ubiquitinizacion

mediada por la E3 ubiquitin ligasa Hakai (Fujita et al., 2002), o bien, la fosforilacion mediada
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por las tirosina-quinasas Fer, promueven la disrupcién del complejo cadherina-catenina y
promueve su internalizacion por endocitosis (Avizienyte et al., 2002; Nelson y Nusse, 2004),

por lo que es un modo de regular la integridad en la membrana (Lilien y Balsamo, 2005).

La interaccion de la catenina p120 con el dominio intracelular de las cadherinas,
promueve la estabilizacién de las mismas en la membrana plasmatica, debido a que
interacciona con los residuos de leucinas y tirosinas, evitando asi la endocitosis mediada por
clatrinas. Sin embargo, la fosforilacion de p120, por las quinasas Src o Fer, induce la ruptura
del complejo cadherina-catenina p120 de la superficie celular (Nelson y Nusse, 2004).
Estudios de pérdida de funcién indican que el déficit de p120 promueve la endocitosis y

degradacion de las cadherinas.

Las proteinas de membrana pueden ser internalizadas una vez expuestas en la
superficie de la membrana plasmatica, mediante mecanismos dependientes o independientes
de vesiculas de clatrina, probablemente dependiendo del contexto celular (Niessen et al.,
2011; Cadwell et al., 2016). Una vez internalizadas, las cadherinas pueden ser conducidas
de nuevo hacia la membrana para su reciclaje (Le et al., 1999) o bien son conducidas a
degradacion. Generalmente, las cadherinas son degradadas en los lisosomas (Davis et al.,
2003; Xiao et al., 2003), aunque también se ha descrito que pueden ser degradadas por el
proteasoma, pero su efecto sobre el reciclaje todavia no esta claro (Davis et al., 2003). Al
igual que receptores de membrana, como el receptor de la transferrina, las cadherinas pueden
sufrir muchas rondas de reciclaje antes de ser conducidas a degradacion (Niessen et al.,
2011). El reciclaje puede tener diversas funciones bioldgicas: podria prevenir a las
cadherinas internalizadas, procedentes del reciclaje o de la sintesis de novo, de la
degradacion, extendiendo asi su tiempo de vida medio (Niessen et al., 2011); podria actuar
como un mecanismo enddgeno para remodelar las interacciones adherentes formadas,
promoviendo la redistribucion de los contactos adherentes (Lock y Stow, 2005), o podria
servir para la internalizacion de otras proteinas con las que interaccionan (Bryant et al.,
2005).
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4.3. Proteolisis regulada de las cadherinas clasicas

Tras la transcripcién, el transporte intracelular y las modificaciones post-
traduccionales, las nuevas moléculas de N-cadherina generadas se intercalan en la membrana
plasmatica celular, donde las propiedades funcionales de las uniones adherentes pueden
modularse de forma rapida y aguda, a través del procesamiento proteolitico.

Las proteasas capaces de escindir el dominio extracelular de la N-cadherina,
conocidas como sheddases, pertenecen a un grupo diverso de enzimas proteoliticas méas
conocidas como metaloproteinasas de matriz extracelular (ECM) o MMPs. A pesar del
nombre, también pueden degradar proteinas de membrana (Yong, 2005). El grupo
comprende méas de 20 endopeptidasas dependientes de zinc que actuan sobre todo en la
protedlisis reguladas de macromoléculas de ECM, tales como los colagenos de la membrana
intersticial y basal, los proteoglicanos agrecano, decorina, biglicano, fibromodulina o
versican, y de proteinas accesorias de la ECM como la fibronectina (Yong, 2005; Page-
McCaw et al., 2007). Mientras que la mayoria de los miembros de la familia de MMPs son
secretadas (las MMP clésicas), existen seis MMPs de tipo membrana denominadas MT -
MMPs (MT, de membrane type), localizadas en la membrana plasmética de ciertas células
bien a través de un dominio transmembrana (MT1-, MT2-, MT3-y MT5-MMP) o mediante
una molécula de glicosil-fosfatidilinositol (MT4- y MT6-MMP) (Zucker et al., 2003). Las
MT-MMPs se caracterizan por poseer una secuencia peptidica que es procesada por serin-
proteasas de tipo furina para dar lugar a la activacion intracelular del pro-enzima (Zucker et
al., 2003). La familia de MMPs también incluye las denominadas ADAM (del inglés A
Disintegrin And Metalloproteinase o adamlysins) y ADAMTS (del inglés A Disintegrin And
Metalloproteinase with ThromboSpondin motif). Las adamilisinas son MMPs unidas a la
membrana que pueden degradar moléculas de ECM como el agrecano y multiples proteinas
de membrana. La mas conocida accion de estas ADAM es la accion de ADAM-17 como la
enzima convertidora del factor de necrosis tumoral alfa (TNF-alfa) que activa el pro-TNF-
alfa (Rose-John, 2013).

Estas MMPs estan emergiendo como importantes reguladores de una serie de
procesos bioldgicos, no solo a través de su papel tradicional en la remodelacion de la ECM,
sino también a través de acciones menos entendidas. Aungue son sobre todo conocidas por
sus efectos en el remodelado proteolitico de la ECM, sobre todo durante el desarrollo fetal,

en los ultimos afios se han acumulado datos que sugieren que las tanto las MMP como las
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ADAM, desempefian, ademas, un papel importante en la funcion adulta del SNC y periférico
(Page-McCaw et al., 2007). Asi, por ejemplo, miembros de la familia ADAM contienen un
dominio de adhesion celular ademas de su dominio catalitico y estan implicados en la
escision regulada de moléculas que modulan el crecimiento y la guia axonal y la formacion
de conexiones (McFarlane, 2003). De hecho, una accion concertada de diferentes MMPs
parece ser relevante para la construccion y la fisiologia de los circuitos neurales (Kaczmarek
etal., 2002).

En este contexto, se ha demostrado que MMPs especificas participan en la proteolisis
de moléculas de la superficie celular, actuando como sheddases de motivos extracelulares
de ciertas cadherinas o ligandos de membrana, entre otros (Chang y Werb, 2001). Este es el
caso de MT5-MMP (MMP-24), la quinta MMP de tipo membrana identificada en tejidos
humanos (Llano et al., 1999; Zucker et al., 2003). En marcado contraste con el patron de
expresion de otras MMPs, la expresion de MT5-MMP esta principalmente circunscrita a
celulas neuronales tanto del SNC como del periférico (Hayashita-Kinoh et al., 2001).
Curiosamente, la expresion de MT5-MMP en los tejidos neurales se regula espacial y
temporalmente durante el desarrollo embrionario y postnatal en roedores (Jaworski, 2000;
Sekine-Aizawa et al., 2001). Como miembro de la familia de las MMPs, MT5-MMP puede
degradar varios componentes presentes en la ECM, tales como proteoglicanos inhibidores
de sulfato de condroitina, promoviendo de este modo el crecimiento de neuritas in vitro
(Wang et al., 1999; Hayashita-Kinoh et al., 2001). Aunque la informacion disponible acerca
de la relevancia funcional in vivo de MT5-MMP en procesos normales y patoldgicos es muy
escasa (Komori et al., 2004; Folgueras et al., 2009), esta MMP de membrana parece capaz
de mediar la escision de la molécula de adhesion celular N-cadherina en células heter6logas
(Noe et al., 2001; McGuire et al., 2003; Monea et al., 2006; Folgueras et al., 2009).

Todas las ADAM estan ancladas en la membrana y son capaces de escindir los
dominios extracelulares de varias proteinas que coexisten con ellas en la superficie celular.
ADAM10 es una de las mas importantes sheddases del cerebro y los estudios de hibridacién
in situ indican que su ARNm se encuentra ampliamente distribuido por todo el cerebro del
raton adulto (Karkkainen et al., 2000). Algunas de sus proteinas sustrato incluyen la proteina
precursora amiloide (APP), neuroligina 1, N-cadherina, NCAM, Efrina A2 y A5 o Delta-
like 1 (Saftig y Lichtenthaler, 2015). La accion proteoliticade ADAM10 sobre las cadherinas

ha sido de las méas estudiadas; sin embargo, se han descrito otras proteinas capaces de
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escindir las uniones cadherina como kallikreinas (Klucky et al., 2007) o la metaloproteasa

meprinf (Huguenin et al., 2008).

La actividad de las MMPs esta estrechamente controlada por diferentes mecanismos,
incluyendo la transcripcion de genes, la activacion pro-enzima y la inhibicion de MMP. La
mayoria de las MMPs se sintetizan como enzimas inactivas y la eliminacion proteolitica de
sus pro-dominios por la convertasa furina da como resultado su activacion irreversible. Es
importante destacar que su actividad enzimatica estd regulada por una serie de moléculas
secretadas, inhibidores tisulares de las metaloproteinasas (TIMP), que se unen de forma
reversible a las MMPs convertidas y bloquean su actividad (Jackson et al., 2017). Otros
mecanismos reguladores incluyen su degradacion o su trafico/reciclado a la superficie
celular para secrecion o incorporacion a la membrana plasmatica (Linford et al., 2012).
Ademas, varias moléculas pueden asociarse con ADAM10, a través de interacciones fisicas
con sus dominios citoplasmicos o extracelulares. Entre estos ultimos, la proteina rica en
cisteina inductora de reversion con motivos de Kazal (RECK) regula criticamente la
sefializacion Notch antagonizando el procesamiento del ectodominio de ligandos de Notch
por ADAM10 (Muraguchi et al., 2007). Del mismo modo, las proteinas secretadas
relacionadas con frizzled (sFRPs) 1y 2, que son conocidas como moduladores Wnt solubles,
pueden asociarse con ADAM10 vy regular su actividad (Esteve et al., 2011; Marcos et al.,
2015; Saftig y Bovolenta, 2015).

A pesar de que los sitios de reconocimiento y escision de las cadherinas pueden variar
ligeramente entre las diversas proteasas, el corte proteolitico de la region extracelular de las
cadherinas se produce cerca del dominio transmembrana, generando un fragmento soluble
extracelular de unos 90 KDa y otro intracelular de 40 KDa, denominado CTF1 (fragmento
C-terminal 1). El fragmento intracelular a su vez, puede sufrir otro corte proteolitico llevado
a cabo por la y-secretasa, liberando otro fragmento intracelular de 35 KDa denominado
CTF2 (Maretzky et al., 2005; Reiss et al., 2005). La liberacién del fragmento CTF2 al citosol
se ha relacionado con la activacion de diversas rutas de sefializacién (Marambaud et al.,
2002; Reiss et al., 2005). Para el fragmento CTF1 se ha descrito recientemente un papel en
la enfermedad de Alzheimer, donde altera la sinapsis y promueve la formacion del péptido
B-amiloide (Andreyeva et al., 2012). La fraccion extracelular generada también tiene
actividad bioldgica y puede servir como soporte para el anclaje de otras células, como

atrayente para favorecer la migracion de otras células hacia ese punto, o para interferir con
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otras uniones adherentes y bloquear la union, mediante la interaccién con el dominio

extracelular (Paradies y Grunwald, 1993; Noe et al., 2001; Symowicz et al., 2007).

4.4. Sefalizacion mediada por cadherinas clésicas

El dominio citoplasmico de las cadherinas posee secuencias de uniédn a las cateninas
B, oy pl120. La B-catenina puede interaccionar con el dominio citosolico de las cadherinas y
juega un papel importante en la organizacién estructural y en la funcién de las cadherinas,
estableciendo un nexo entre las cadherinas y el citoesqueleto de actina (Gumbiner, 2000;
Jamora y Fuchs, 2002). La catenina p120, interacciona con el dominio citosélico de las
cadherinas proximo a la region transmembrana y esta implicada en la regulacion de la
integridad de las uniones adherentes (Davis et al., 2003). La interaccion f-catenina y
catenina p120, con la cadherina, esta regulada por fosforilaciones, induciendo la endocitosis
y promoviendo la liberacion de las cateninas al citosol. La estabilizacion y acumulacion de
la B-catenina en el citoplasma, es un factor relevante para la induccion de diversas vias de

sefializacion (Nelson y Nusse, 2004).

La glicoproteina de secrecién Wnt (procedente de la fusion de los nombres Wingless
e Int,) estd implicada en mecanismos que dirigen la proliferacion o la determinacion del
destino celular durante el desarrollo embrionario (Logan y Nusse, 2004). Las proteinas Wnt
inician una cascada de sefializacion tras su unién a dos receptores de membrana, Frizzled y
LRP-5/6 (Lipoprotein receptor-related protein 5/6). La via de sefializacion canonica de Wnt
induce la fosforilacion de ambos receptores en su extremo citosélico, mediante las fosfatasas
CK1 y GSK-38. De este modo, el reclutamiento de las fosfatasas en la membrana, favorece
la liberacion, acumulacion y estabilizacion de la B-catenina en el citosol, promoviendo su
entrada en el ndcleo e interaccion con el factor de transcripcion TCF/LEF, implicado en la
activacion de la transcripcion génica. En ausencia de los ligandos Whnt, se interrumpe la
sefializacion mediada por los receptores Frizzled y LRP-5/6, lo que promueve el retorno al
citosol de las fosfatasas CK1 y GSK-3p. Una vez en el citoplasma, ambas fosfatasas, forman
un complejo proteico junto con las proteinas Axin2 y APC (Adenomatous polyposis coli),
capaz de fosforilar a la B-catenina citosélica en residuos erina/treonina. Tras la fosforilacion,
la B-catenina interacciona con el b-TrCP (b-transducin repeat-containing protein), un
componente del complejo E3 ubiquitin ligasa, que marca a la P-catenina para la
ubiquitinizacion y degradacion en el proteasoma 26S. De este modo, se reducen los niveles

de B-catenina en el citosol y se promueve la activacion de la transcripcion mediada por
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TCF/LEF (més informacion en las revisiones: Nelson y Nusse, 2004; Heuberger y

Birchmeier, 2010; Bengoa-Vergniory y Kypta, 2015).

Algunos componentes de la via de Wnt participan en procesos morfogenéticos que
no implican directamente la transcripcion génica via B-catenina/TCF/LEF, sino que
promueven cambios en el citoesqueleto y la polaridad celular mediante otras vias de
sefializacion. La via de sefalizacion, independiente de B-catenina/TCF/LEF, més conocida
es la PCP (Planar Cell Polarity). Los receptores Frizzled activan una cascada de
sefializacion a través de las GTPasas Racl y RhoA y la quinasa JNK (JUN-N-terminal
Kinase). Las vias de sefializaciéon PCP y Wnt, son antagénicas, cuando se activa una via,
generalmente la otra permanece inhibida, probablemente debido a la especificidad entre
ligando y receptor. Por ejemplo, se ha descrito que Whnt5a activa preferencialmente a la via
PCP, compitiendo con el ligando Wnt3a en su union a Frizzled, inhibiendo de este modo la
activacion de la via de Wnt (Sato et al., 2010). La via de sefializacién PCP requiere a los
receptores Ror y PTK7 como correceptores (revisado en: (Niessen et al., 2011; Niehrs, 2012;
Bengoa-Vergniory y Kypta, 2015).

Otra via de sefializacion independiente de Wnt, es la via Wnt-Ca2+, inicialmente
descrita en X. laevis y pez cebra. En este caso, la via se inicia en los receptores Frizzled y a
través de la activacion de proteinas G heterodiméricas. Las proteinas G median la activacion
de la fosfolipasa C (PLC), que a su vez estimula la produccion de diacilglicerol (DAG) e
inositol-1, 4, 5-trifosfato (IP3). EI IP3 promueve la liberacion de Ca2+ desde los reservorios
intracelulares y la activacion de efectores como CAMKII (Ca2+- and calmodulin-dependent
Kinase Il), calcineurina y PKC (Protein Kinase C), que activan la transcripcion génica
mediada por NFAT (nuclear factor associated with T cells). La via Wnt-Ca2+ se ha descrito
en cancer, inflamacién y neurodegeneraciéon (revisado en: (Niessen et al., 2011; Niehrs,
2012; Bengoa-Vergniory y Kypta, 2015).

Algunos factores de crecimiento pueden mediar en la sefializacion de las cadherinas.
La activacion del factor de crecimiento IGF-2 (Insulin-like growth factor-2), promueve la
traslocacion de la B-catenina citosolica al nacleo, donde interacciona con el factor de
transcripcion TCF/LEF. En el caso del IGF-1, unicamente tras la estabilizacion de la B-

catenina, se induce su entrada al nicleo (Playford et al., 2000; Morali et al., 2001).

Por otro lado, se ha descrito que los fragmentos intracelulares generados tras el corte

proteolitico de la y-secretasa, también pueden intervenir en la activacion de rutas de
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sefializacion. Se ha descrito el papel del fragmento intracelular CTF2 en la regulacion de la
expresion génica, mediante la liberacion de la B-catenina anclada a membrana, de modo que
la B-catenina puede difundir hasta el ndcleo y activar la secuencia potenciadora LEF1 para
la transcripcion de genes diana como la ciclina D1 (Marambaud et al., 2002; Reiss et al.,
2005). Ademas, el fragmento CTF2 liberado, también puede unirse a CBP (CREB-binding
protein) y promover su degradacion, inhibiendo asi su interaccion con CREB (cAMP
response element-binding protein) e inhibiendo el complejo de transcripcion mediado por
CREB (Marambaud et al., 2003).
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Obijetivos

Este trabajo se fundamenta en la hipotesis de que las interacciones directas de las NSCs
adultas con elementos celulares adyacentes, a través de uniones adherentes, juega un papel

en la regulacion del estado de quiescencia-activacion de estas células.

Los objetivos que se han desarrollado en este trabajo son:

1. Estudiar la contribucion de la adhesion mediada por N-cadherina en la organizacion del

nicho subependimario y en el ciclo de quiescencia-proliferacion de las NSCs adultas.

2. Estudiar la implicacién de la protedlisis regulada del ectodominio de la N-cadherina por
metaloproteinasas especificas, en el mecanismo molecular que regula la adhesion de las

NSCs subependimarias adultas al nicho y su comportamiento.

3. Estudiar la modulacién de los mecanismos de protedlisis regulada de la N-cadherina por

elementos del nicho subependimario.
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1. Animales
1.1. Colonias y mantenimiento de ratones

En este trabajo se han usado ratones jovenes de edades comprendidas entre las seis
semanas y los cuatro meses de vida. Las hembras se han destinado preferentemente al
mantenimiento de la colonia y los machos para la realizacion de los experimentos. Todos
fueron criados y mantenidos en el Servicio de Produccion y Experimentacion Animal del
Campus de Burjasot bajo la supervision de la veterinaria jefe de la Universidad de Valencia
y siguiendo las directrices de la Union Europea 86/609/EEC y la normativa espafiola RD-
1201/2005. Los procedimientos realizados a los ratones a lo largo de esta tesis han sido
aprobados por la Generalitat Valenciana, acorde a los articulos 31 y 33 del Real Decreto
53/2013, y por el Comité Etico de Experimentacion y Bienestar Animal de la Universidad
de Valencia (CEEA).

A continuacidn se listan las cepas de ratones modificados genéticamente generados
por otros grupos de investigacion, bien cedidas por estos grupos o adquiridas

comercialmente:

Cepa Mmp24<tm10Otin>: El grupo del Dr. Carlos Lépez-Otin gener6 los ratones
MT5-MMP (nombrada como MT5 en este trabajo) nulos sobre un fondo genético mixto
C57BL/6J y 129S1/SvimJ, mediante la sustitucion de los exones 5 a 7 del gen Mmp24 por
una secuencia de expresion del antibiético Neomicina bajo el promotor PGK, causando asi
la pérdida del dominio catalitico en la proteina MT5 mutante. Mediante Northern blot
demostraron la delecion de parte del gen Mmp24 y, dado que la proteina mutante generada
era incapaz de activar a la metaloproteasa pro-MMP2 (Zucker et al., 2003), corroboraron la
falta de actividad enzimética en estos ratones (Mmp24 KO; Figura 9 a; Folgueras et al.,
2009). En el texto y las figuras de esta memoria, esta cepa de ratones modificados

genéticamente se ha denominado Mmp24 KO.

Cepa Sfrpl<tmlAksh>: La generacion de los ratones deficientes para sSFRP-1 se
llevd a cabo por el grupo del Dr. Akihiko Shimono, sobre un fondo genético mixto
129S1/SvimJ y C57BL/6J, mediante la sustitucion de la metionina que inicia la pauta de
lectura y del exdn 1 del gen Sfrpl por el gen de la B-galactosidasa (LacZ), impidiendo su
expresion y la deteccion del mMRNA transcrito (Sfrpl KO; Figura 9 b; Satoh et al., 2006). La
cepa nos fue cedida por la Dra. Paola Bovolenta. El fenotipo de los ratones mutantes

generados es aparentemente normal, indistinguible de los ratones hermanos de camada de
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fenotipo salvaje. Los ratones son viables y fértiles, el desarrollo se sucede con normalidad,
sobreviven durante largos periodos de tiempo, llegando hasta la vejez, y no muestran ningun
tipo de anormalidad de forma aparente. En el texto y las figuras de esta memoria esta cepa

de ratones modificados genéticamente se ha denominado Sfrpl KO.
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Figura 9. Estrategias seguidas para la generacion de los ratones deficientes en MT5 y sFRP-1. (a) Los
ratones nulos para MT5-MMP se generaron en el laboratorio del Dr. Carlos Lopéz-Otin, sobre un fondo
genético mixto C57BL/6J y 129S1/SvimJ, mediante la sustitucion de los exones 5 a 7 del gen Mmp24 por una
secuencia de expresion del antibidtico Neomicina bajo el promotor PGK. Imagen modificada de (Folgueras et
al., 2009) (b) La generacidn de los ratones deficientes para sFRP-1 se llevé a cabo por el grupo del Dr. Akihiko
Shimono, sobre un fondo genético mixto 129S1/SvimJ y C57BL/6J, mediante la sustitucion de la metionina
que inicia la pauta de lectura y del exén 1 del gen Sfipl por el gen de la B-galactosidasa (LacZ). Imagen
modificada de (Satoh et al., 2006).

Cepas de ratones modificados genéticamente y adquiridos comercialmente:

Cepa de mutantes condicionales del gen Cdh2 <B6.129S6(SLJ)-Cdh2tm1Glr/J> de
The Jackson Laboratory: esta cepa fue generada en un fondo genético mixto C57BL/6J y
129S1/SvimJ, y posee sitios loxP flanqueando al exon 1 del gen Cdh2 (N-Cadherina)
(Kostetskii et al., 2005). En el texto y las figuras de esta memoria esta cepa de ratones

modificados genéticamente se ha denominado Cdh2floxed,

Cepa de ratones transgénicos de expresion selectiva de recombinasa Cre <FVB-
Tg(GFAP-cre)25Mes/J> de The Jackson Laboratory: esta cepa fue generada en un fondo
genético FVB/N, y expresa la proteina recombinasa Cre bajo el promotor del gen GFAP
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humano (Zhuo et al., 2001). En el texto y las figuras de esta memoria esta cepa de ratones
modificados genéticamente se ha denominado GFAP(Cre). Con el objeto de estudiar el
efecto de la pérdida de las uniones mediadas por N-Cadherina en las células GFAP+, se
realizaron cruces entre esta cepa y la Cdh271°* y se obtuvieron hermanos de camada con
genotipos GFAP(Cre);Cdh24 y Cdh2 floxed,

Cepa de ratones transgénicos reporteros <FVB.CG-Tg (CAG-eGFP)B5Nagy/J> de
The Jackson Laboratory: generados en un fondo congénico FVB/N, expresan la versién mas
brillante (e, enhanced) de la proteina verde fluorescente (eGFP) en todas sus células, dado
que su expresion esta controlada bajo el promotor de la B-actina (Hadjantonakis et al., 1998).
En el texto y las figuras de esta memoria esta cepa de ratones modificados genéticamente se
ha denominado CAG(GFP).

Cepa de ratones transgénicos reporteros <Tg(GFAP-lacZ, eGFP)7Kdmc> de
MMRRC: en esta cepa la proteina eGFP se expresa bajo el control del promotor de la GFAP
(Casper et al., 2007; Nam y Benezra, 2009). En el texto y las figuras de esta memoria esta

cepa de ratones modificados genéticamente se ha denominado GFAP(GFP).

En algunos ensayos in vitro o en los experimentos de pérdida o ganancia de funcion,
Ilevados a cabo tras la infeccion intraestriatal o intraventricular con particulas lentivirales,

se utilizaron hembras C57BL/6J de 6 semanas de edad obtenidas de The Jakson Laboratory.

1.2. Genotipado

Cuando los ratones de las nuevas camadas alcanzan los 21 dias de edad y se destetan
de sus madres, se realiza una extraccion de ADN a partir de un trozo de cola u oreja,
siguiendo las instrucciones del Kit comercial Phire Animal Tissue Direct PCR Kit
(ThermoFisher). Sobre las muestras de tejido obtenido se afiaden 8 pL del tampdn de lisis,
que consiste en 7,8 pL del tampon de dilucion del kit y 0,2 puL de un compuesto denominado
DNARelease Additive, que permite la extraccion del ADN. A continuacion se incuban en el
tampon de lisis durante 2-5 minutos a temperatura ambiente y se calientan a 98°C durante
otros 2 minutos. En este punto, se recupera el sobrenadante y se procede al analisis y
determinacidon del genotipo de los ratones. Para ello, el sobrenadante obtenido se diluye seis
veces en agua libre de nucleasas, y se usan 2 pL de la dilucion para llevar a cabo la reaccion
en cadena de la polimerasa (PCR) y amplificar fragmentos del ADN genomico deseado. Las

condiciones de PCR adecuadas para la amplificacion y determinacion génica de cada modelo
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animal usado en el trabajo, se detallan en la Tabla 1 (Anexo). Los fragmentos de ADN
genomico se amplifican con la GoTag® G2 Flexi polimerasa (Promega) y se analizan
mediante la electroforesis en un gel de agarosa al 2-3% en tampon TAE (tampon Tris-HCI
40 mM a pH 7.6, &cido acético 20 mM y EDTA 1 mM).

2. Estudios in vivo
2.1. Inyeccién de nucleosidos trazables

Para los ensayos de proliferacion in vivo se administran analogos de timidina a una
dosis final de 50 mg/Kg en ratones de 2 meses de edad. El régimen de inyecciones dependera

de la poblacion celular que deseemos detectar (Ferron et al., 2007).

Para marcar las células tipo B, son necesarias 7 inyecciones intraperitoneales (una
cada dos horas durante un total de 12 horas) intraperitoneales de una solucion de 5-cloro-2’-
desoxiuridina (CldU; Sigma) o 5-bromo-2’-desoxiuridina (BrdU; Sigma) a 10 mg/ml en
solucién salina (cloruro sodico al 0.9% en agua destilada estéril). Se inyecta un volumen
adecuado al peso del animal para conseguir una dosis final de 50 mg/Kg. Los ratones
inyectados se sacrifican 21-28 dias después (Figura 10), tiempo suficiente para que las
células con ciclo de division activo y corto (progenitores de rapida amplificacion o TAPS)
hayan sido capaces de diluir la marca y las células con un ciclo de division lento o
postmitéticas retengan la marca (Label Retaining Cells o LRC). Por lo tanto con este método,
detectaremos marca de CldU/BrdU en células madre en la SEZ, en neuronas del OB
diferenciadas a partir de neuroblastos marcados en su ultima fase S o en oligodendrocitos
del cuerpo calloso diferenciados a partir de oligodendroblastos marcados en su Gltima fase
S (Porlan et al., 2013; Delgado et al., 2014).

Para marcar células de ciclo celular rpido, como TAPs y neuroblastos, se realiza una
Unica inyeccion intraperitoneal de una solucién de 5-iodo-2’-desoxiuridina (IdU; Sigma) a
una concentracion 10 mg/ml en dimetil sulfoxido (DMSO) al 40% en solucion salina para
conseguir una dosis final de 50 mg/Kg peso del animal. Se sacrifican los ratones una hora

después de la inyeccion (Porlan et al., 2013; Delgado et al., 2014) (Figura 10).

38



Material y Métodos

Figura 10. Régimen de inyecciones de los analogos de Timidina

) inyectados. Para marcar las células con un ciclo celular lento, como es

bl % el caso de las células B residentes en la SEZ, se realizan 7 pinchazos de

‘, X7 | x1 BrdU o CIdU, uno cada 2 horas durante un total de 12 h, y los ratones

sobreviven otros 21-28 dias. Transcurrido ese periodo de tiempo y una

hora antes del sacrificio, los ratones son inyectados de nuevo con un

analogo de timidina diferente (IdU), para poder identificar las células

con un ciclo celular activo y diferenciarlas de las marcadas 21-28 dias
antes.

Eutanasia

2.2. Infusién intracerebral

Para la implantacion de mini-bombas osmoticas, el dia previo a la operacion, se
rellenan y montan las bombas segun las instrucciones del fabricante (Alzet®) y se dejan toda
la noche en el bafio a 37 °C inmersas en solucién salina para equilibrarlas y asegurar la
posterior correcta liberacion del compuesto. Las mini-bombas osmoéticas usadas en este
trabajo (1007D), acopladas a un kit de infusion (Brain Infusion Kit 3; Alzet®) son capaces
de liberar el compuesto cargado a un flujo de 0,5 pl/hora durante un maximo de 7 dias
(Figura 11).

= [* Figura 11. Componentes del Kit de infusién acoplado a
la minibomba osmética 1007D. Imagen extraida de la
pagina web de Alzet®.

Se prepara una solucion anestésica compuesta por 1 mg de Medetomidina y 75 mg
de Ketamina por kilo de peso del raton en solucion salina estéril y se inyectan 125 pl
intraperitonealmente. Cuando los ratones pierden el reflejo podal, se rasura la piel de la
cabeza (entre las orejas) y se esteriliza la zona con iodopovidona o etanol al 70%. A
continuacion se fija cuidadosamente la cabeza del raton en el equipo estereotaxico
(NeuroLab, Leica Biosystems), por boca y oidos, y se aplica lubricante oftalmico en los ojos.
Con la ayuda de un bisturi se hace un corte longitudinal de 1 cm en la piel de la cabeza,
dejando al descubierto el craneo. El estereotaxico nos permite localizar las coordenadas en
las que deseamos implantar las bombas (Tabla 2; Anexo), usando Bregma como referencia.
Las coordenadas se ajustan dependiendo de la edad y la cepa de raton usado. En las
coordenadas correctas y con la ayuda de un taladro eléctrico, realizamos un agujero en el
créneo evitando dafios en el cerebro para poder introducir y fijar la canula de la bomba. Tras

la fijacion de la bomba con un pegamento quirdrgico (Histoacryl®), se realiza un pequefia

39



Material y Métodos

incision en el lomo del animal y con un férceps se genera una bolsa intracutanea donde se

inserta y oculta el resto de la bomba.

Liberamos al raton del estereotaxico y lo depositamos sobre una cama calefactora,
donde le cerramos la herida con pegamento quirdrgico y revertimos la anestesia con
atipamezol a 0,1 mg/Kg en suero glucosalino (glucosa 0,3%). Para minimizar el dafio post-
operatorio, se aplica en las orejas una solucion de lidocaina al 2% en suero salino y se inyecta

por via intracutanea el analgésico butorfanol a 0.5 mg/Kg en salino (Porlan et al., 2016).

En el estudio de regeneracion celular del nicho, las mini-bombas osméticas se cargan
con una solucion al 2% de antimitético Ara-C (citosina -D-arabinofurandsido; Sigma) en
solucidn salina o unicamente solucion salina. El tratamiento dura 6 dias, tras los cuales los
ratones se sacrifican a diferentes tiempos para permitir la regeneracion del nicho (Doetsch
et al., 1999b). La eficiencia del tratamiento en la ablacién de los TAPs y de los neuroblastos
se comprueba mediante la inmunodeteccion del marcador de ciclo celular Ki67 y el marcador
de neuroblastos DCX (doblecortina). Para evaluar el papel de las uniones mediadas por N-
Cadherina, se rellenan las mini-bombas osmoticas con 80 pg de anticuerpo EC-N-Cadherina

(EC-NCad; Sigma) o con IgGs del mismo isotipo (Sigma) en salino.

En el caso de la inoculacion de particulas lentivirales, se inyectan 1.2 puL de lentivirus
concentrado (1-10° TU/ul) en hembras C57BL/6J de 1.5 meses a velocidad controlada
automaticamente de 0,2 uL/min, usando una jeringa Hamilton (33G) acoplada a un inyector
(MyNeuroLab). En el caso de la infeccidn intraestriatal, los dafios producidos durante la
operacién generan astrogliosis en la zona. Para evitar los efectos derivados del dafio post-
operatorio causado, los ratones fueron sacrificados 2 meses mas tarde. La infeccién en el
ventriculo causa menor dafio en el tejido circundante a la SEZ; por ello, los ratones fueron
sacrificados 15 dias después, tiempo suficiente, por otra parte, para permitir la expresion del
transgen. Para el analisis de la nueva descendencia generada, los ratones se inyectaron con
nucledsidos 10 dias después de la infeccion intraventricular, para permitir la expresion del
transgén y se sacrificaron 21 dias después (Figura 12; Naldini et al., 1996a; Naldini et al.,
1996b; Consiglio et al., 2004; Geraerts et al., 2006; Porlan et al., 2016).
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Figura 12. Esquema de trabajo seguido para la infeccidn del estriado y/o ventriculo lateral con lentivirus.
(@) Los ratones infectados en el ventriculo se sacrificaron 15 después, dado que la operacion no genera
astrogliosis en la zona y es tiempo suficiente para la expresién del transgén. En el caso de la infeccion
intraestriatal, si se genera dafio en el tejido, por lo que, para evitar efectos provocados por la astrogliosis, los
ratones fueron analizados 60 dias mas tarde. (b) Para el estudio de la progenie neuronal y oligodendroglial que
llega hasta al OB y al cuerpo calloso, respectivamente, se inyectd CldU 10 dias después de la infeccion.

2.3. Tecnicas histologicas

Los ratones, generalmente de 25 gramos de peso, se anestesian profundamente
mediante inyeccion de 200 pl de una mezcla de medetomidina (1,5 mg/Kg peso raton) y
ketamina (150 mg/Kg peso ratdn) en suero salino. Cuando los ratones pierden el reflejo
podal, se perfunden intracardiacamente a una velocidad de flujo de 5,5 ml/min con 27,5 mi
de PBS 0,1 M (Phosphate Buffer Saline) y 82,5-110 ml de paraformaldehido (PFA) al 4%
en PBS 0,1 M. El cerebro se extrae y se post-fija con PFA al 4% durante una hora mas a
temperatura ambiente. Tras la post-fijacién, el tejido se lava abundantemente con PBS 0,1
M y tanto la SEZ como el OB se seccionan con un vibratomo (Leica VT1000), obteniéndose
cortes coronales seriados de 30 um de grosor. La superficie del OB que se secciona y se
recoge para su analisis llega aproximadamente hasta el nivel de Bregma 2,46 mm. En el caso
de la SEZ, el area seccionada esta entre Bregma 1,7 mm y -0,22 mm, aproximadamente.
Cada corte generado se recoge de forma seriada, en una solucién de PBS y azida sddica al
0,05%. Las series correspondientes a la SEZ estan compuestas por unos 5-6 cortes y en las

series del OB podemos encontrar unos 10-11 cortes por serie.

También se puede estudiar la SEZ a partir de la extraccién de tejido fresco
(preparaciones in toto o wholemount). En este caso, se extrae el cerebro de ratones
sacrificados por dislocacion cervical. A continuacion se disecciona la pared del ventriculo
lateral en toda su extension y ésta se fija levemente durante toda una noche con una solucion
de PFA al 4% y Triton-X100 al 0,1% en PBS 0,1 M.
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2.3.1. Técnica inmunohistoquimica

Las secciones de tejido obtenidas se incuban a temperatura ambiente (Ta) durante 1
h y en agitacion, en una solucion bloqueante que contiene FBS (Fetal Bovine Serum) al 5%,
glicina al 1%, BSA (Bovine Serum Albumin) al 1%, TritonX-100 al 0,1-0,2% Yy azida sddica
al 0,05% en PB 0,1M. Posteriormente las muestras se incuban a 4 °C durante otras 24-48 h,

con los anticuerpos primarios diluidos en la solucion de bloqueo (Tabla 3; Anexo).

Para la deteccion de analogos de timidina, antes del bloqueo de las uniones
inespecificas y de la incubacion con los anticuerpos primarios, el tejido se trata con acido
clorhidrico (HCI) 2N durante 20 min y después se reestablece el pH del tejido con

abundantes lavados de borato sédico al 1%.

En la deteccidon fluorescente de los anticuerpos primarios, el tejido se incuba durante
1 haTacon los correspondientes anticuerpos secundarios fluorescentes diluidos en solucién
bloqueante. En el caso de los anticuerpos primarios N-cadherina y EC-N-cadherina, que
reconocen el dominio intracelular y extracelular de la N-cadherina, respectivamente, se
requiere amplificar la sefial, por lo que se realiza una primera incubacion con anticuerpos
secundarios biotinilados seguidos de una incubacion con estreptoavidinas fluorescentes.
Ambos anticuerpos se diluyen en solucidn bloqueante y se incuban durante 1 h a Ta (Tabla
4; Anexo).

Para identificar todas las células presentes en la muestra, incubamos el tejido durante
5 minutos con DAPI (4,6-diamidino-2-fenilindoldihidrocloruro; 1 mg/ml en agua destilada)
tras lo cual se lava el tejido con PBS o agua destilada. Para preservar la fluorescencia, se

monta el tejido con un medio de montaje especifico (FluoromountG; EMS).

2.3.2. Tincion con violeta de cresilo

Las muestras de tejido en flotacion se tratan con una solucién de violeta de cresilo al
0,1% durante 5-10 minutos. A continuacion, la muestra se lava rapida y brevemente con
agua destilada, para eliminar los restos de colorante y se observa en el microscopio de campo
claro, para comprobar que la marca de la tincion es la adecuada y esta lo suficientemente
contrastada. Finalmente, se montan los cortes sobre portaobjetos, se deshidratan con lavados
de 5 minutos en bafios con concentraciones crecientes de etanol (2 lavados al 70%, 96% y
100%) y por ultimo, se realizan dos lavados de 5 minutos con xileno:etanol (1:1), y dos
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lavados mas con xileno al 100%. Para preservar la muestra, se monta la preparacion con un

medio de montaje permanente (Eukitt, EMS).

2.3.3. Microscopia electronica de barrido (SEM)

Las muestras de tejido fresco de SEZ, se diseccionan y fijan durante toda la noche en
el interior de cépsulas microporosas (30 um; Ted pella; ref. 4619), inmersas en una solucién
de PFA al 4% en PBS 0,1M. Al dia siguiente, se deshidratan las muestras con dos lavados,
de 10 minutos cada uno, de etanol de concentraciones crecientes (70%, 96% y 100%). Tras
la deshidratacion, se secan las muestras por punto critico (Tousimis Auto samdri-814).
Después del secado, las muestras son muy fragiles, por lo que, con ayuda de un pincel, se
depositan sobre un soporte metalico mediante cinta adhesiva de doble cara y se sombrean
con una mezcla monoatémica de oro-paladio. Finalmente, las muestras pueden fotografiarse
en el microscopio electrénico de barrido (HitachiFE S4100). El voltaje usado en este trabajo
para la obtencion de las imégenes es de 10kV. Los estudios de microscopia electronica se
han realizado en el Servicio Central de Soporte a la Investigacion Experimental (SCSIE) de
la Universidad de Valencia, bajo la supervision de los técnicos de la seccién de Microscopia

Electronica y Confocal.

2.3.4. Recuentos celulares

Para el analisis de las poblaciones celulares presentes en la SEZ, al menos dos cortes
mediales de tejido de 30 um, por cada animal de estudio, se fotografiaron en un microscopio
confocal Olympus FluoView FV10i equipado con laseres que excitan a las longitudes de
onda de 405, 458, 488 y 633 nm. Las capturas se realizan de forma seriada por todo el nicho,
realizando planos que distan entre si 1,5 um y que abarcan todo el grosor del corte. Las
iméagenes obtenidas de diversos genotipos 0 grupos experimentales, se obtienen usando los
mismos parametros (intensidad de l&seres, resolucién, grosor de los planos, etc.) para poder
compararlos posteriormente. Las imagenes capturadas se procesaron usando el software
FV10-ASW 2.1 correspondiente, aplicando los mismos parametros a todas las imagenes
procedentes de un mismo grupo experimental. Los recuentos celulares se llevaron a cabo en
las imégenes procesadas y teniendo en cuenta Unicamente los planos separados entre si 9
Km, para evitar el recuento de una misma célula por duplicado. Los datos resultantes del
recuento se transforman en forma de porcentajes sobre el total de células muestreadas o sobre

el porcentaje de una de las poblaciones analizadas. Para validar los recuentos, los valores
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obtenidos de los grupos control se comparan sistematicamente con los ya existentes en el
laboratorio, y con los disponibles en la literatura cientifica del campo segun las cepas de

raton y los fondos genéticos.

La estimacion del numero de células LRC totales se realizd mediante el recuento
manual en un microscopio de fluorescencia (Nikon Eclipse Ni) de todas las presentes en dos
series enteras de tejido (10-11cortes) y aplicando la formula de Cavalieri, que tiene en cuenta
el numero de células contabilizadas, el numero total de series que componen la muestra, el
numero de cortes analizados y el grosor del tejido. En el caso de las LRC totales del OB o
del cuerpo calloso, la capa glomerular o el cuerpo calloso proximo a la SEZ fueron
escaneados en un confocal (Olympus FluoView FV10i) y posteriormente, se contaron las
LRC presentes en cada region. La estimacion de las LRC se hizo relativizando el nimero
total de células positivas presentes en la zona respecto al area rastreada en cada muestra. El
area de cada region se midio con el programa Image J (NIH). En ambos casos se realizé una
inmunofluorescencia frente a CldU/BrdU en una serie entera de tejido, lo que supone unos
5-6 cortes por animal en el caso del cuerpo calloso y unos 10-11 cortes en el caso del OB,
aunque en este Ultimo caso fueron muestreados 4 cortes representativos de la zona (Figura
13).
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Figura 13. Estimacion del nimero de LRC en el cuerpo calloso y el OB. (a) Representacion del modo en
el que se realiza el rastreo y cuantificacién de LRC en el cuerpo calloso. En primer lugar, el cuerpo calloso
mas préximo a la SEZ, de una serie entera de cortes de cada animal a analizar, se fotografia en un microscopio
confocal. Después, se efectlia el recuento manual del nimero de LRC en cada campo rastreado, teniendo en
cuenta el area de dicho campo, obteniendo asi el nimero de células LRC por area rastreada. (b) Representacion
del modo en el que se realiza el rastreo y cuantificacién de LRC en la capa glomerular del OB. Del mismo
modo que en el cuerpo calloso, por cada animal a analizar, se fotografia en el confocal, toda la capa glomerular
presente en 4 cortes representativos de una serie. Después se analizan las imagenes obtenidas, contando el
nimero de LRC que aparecen en cada fotografia y teniendo en cuenta el area rastreada. CC=Cuerpo calloso;
LV=Ventriculo Lateral; GL=Capa Glomerular; GCL=Capa Granular.

3. Estudios in vitro
3.1. Cultivos celulares

3.1.1. Células madre neurales adultas

El aislamiento y cultivo de las NSCs de la SEZ se detalla en (Belenguer et al.,
2016). Brevemente, ratones de entre 2 y 4 meses de edad son sacrificados por dislocacion

cervical para la extraccion del cerebro, que se deposita en placas Petri de plastico con
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DPBS frio y estéril hasta el momento de la diseccién de la SEZ. Después, y con la ayuda
de una lupa y un par de bisturies, se disecciona la pared del ventriculo lateral de los dos
hemisferios. El tejido aislado somete a un tratamiento de 30 minutos de papaina a 37 °C
(12 U/ml; Worthington Biochemical Corporation; ref. LS003120) para facilitar la
digestion y disgregacion del tejido. Tras el tratamiento, se lava la papaina y se disocia el
tejido mecanicamente en presencia de “medio control” (Tablas 5y 6; Anexo). En un
cultivo primario estandar, las células del tejido disgregado se centrifugan y resuspenden
en “medio completo” (Tabla 7; Anexo) para poder contarlas y sembrarlas
equitativamente en varios pocillos de una placa de cultivo. Generalmente, las células
procedentes de dos SEZs se siembran en 8 pocillos de una placa de 48 pocillos o bien se
cuentan las células mediante un sistema automatico (ADAM-MC; NanoEntek) y se
siembran 15.000-20.000 células por cm?. Tras 7-10 dias en un incubador a 37 °C y 5%
de COz, y con una atmosfera himeda, las células diferenciadas mueren mientras que las
NSCs y algunos progenitores empiezan a proliferar y a formar neuroesferas.
Transcurridos 5-6 dias desde la siembra, las neuroesferas tienen el tamafio adecuado
como para poder realizar una cuantificacion del nimero y/o diametro de las mismas. El
numero de esferas primarias se realiza de forma manual en un microscopio invertido con

contraste de fases.

Transcurridos unos 7-10 dias aproximadamente, las neuroesferas se subcultivan:
el pase consiste en la disgregacion de las neuroesferas para la obtencién de NSCs
individuales y su posterior cultivo, con el objetivo de aumentar el nimero de NSCs. Con
este fin, las neuroesferas se recogen, se centrifugan a 200g durante 10 min., se lavan con
PBS estéril y el pellet se disgrega mediante un tratamiento enzimatico con Acutasa
(Sigma; ref. A6964) durante 10 min y/o se disgregan mecanicamente. A continuacion, se
diluye la Acutasa con medio completo y se cuenta el nimero total de células mediante el
ADAM-MC. Las NSCs se subcultivan a una densidad de 15.000-20.000 células por cm?.

3.1.2. Lineas celulares

Las celulas HEK293 (Human Embryonic Kidney cells 293) son una linea celular

generada a partir de células embrionarias de rifidn humano transformadas con adenovirus.

La variante HEK293T expresa de forma estable el antigeno T del virus SV40, lo que permite

la replicacion episomal de plasmidos con el origen de replicacion del virus SV40. De hecho,

las modificaciones de las células HEK293T las hacen Optimas para la expresion y produccion
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de lentivirus (Naldini et al., 1996a; Naldini et al., 1996b). Estas células crecen como una
monocapa en condiciones adherentes sobre placas de plastico y en presencia de DMEM
(Dulbecco Modified Eagle Medium-high glucose; Gibco) o IMDM (Iscove’s Modified
Dulbecco’s Medium; Gibco) suplementado con 10% FBS, 6 mM L-Glutamina (Gibco), 1
mM piruvato sédico y Penicilina/Estreptomicina al 1% (Gibco) (Tabla 8; Anexo). Es
necesario subcultivar las células cuando se alcanza el 80-90% de confluencia para evitar el
sobrecrecimiento y se hace mediante diluciones tras un tratamiento con tripsina-EDTA

(&cido etilendiamino-tetraacético).

Las células L929 proceden de tejido adiposo y subcutaneo areolar de raton C3H/An.
Las células NCad-L929 y ECad-L929 derivan de las anteriores, salvo que expresan de forma
estable las proteinas N-cadherina y E-cadherina respectivamente. Estas células fueron
generosamente cedidas por el Dr. Robert Kypta del CiCBiogune (Bilbao), y son cultivadas
como las HEK293T.

3.2. Transduccion celular
3.2.1. Clonaje de vectores de transferencia

Para los experimentos con particulas lentivirales fue necesario clonar los genes que
codifican para MT5-MMP y una version truncada de la E-Cadherina humana (DN-CDH),
en vectores lentivirales. En el caso de MT5-MMP, el ADN complementario (CADN) es
amplificado con una polimerasa de alta fidelidad de lectura (KAPA HiFi DNA polimerase;
Kapabiosystems), mediante cebadores que afiaden a cada extremo del cADN las secuencias
de reconocimiento de las enzimas de restriccion Xhol y EcoRI (Fermentas; Thermo Fisher
Scientific). El fragmento generado, Xhol-MT5-EcoRl, se clona en el plasmido pcDNA3,
justo antes de la secuencia Flag. Para hacer posible la insercion de la secuencia Xhol-MT5-
EcoRl en el plasmido pcDNA3s, ambos son digeridos con las enzimas de restriccion Xhol y
EcoRlI y posteriormente fusionados mediante la accion de la ligasa (T4 DNA Ligase; New
England BioLabs). El vector resultante, pcDNA3-MT5-Flag, es purificado con el Kit
MiniElute cleanup (QIAGEN) e insertado en bacterias electro-competentes para
amplificarlo. Tras un rastreo de las colonias positivas, que contienen el vector, éstas se
crecen en 5 ml de medio LB (Luria Bertani) liquido durante toda la noche, en agitacion suave
(300 rpm) y a 37 °C. A continuacion, el ADN plasmidico se extrae y purifica mediante el kit

comercial Miniprep Kit (QIAGEN), para llevarlo a secuenciar y comprobar que no se ha
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producido ninguna mutacion en la secuencia que pueda alterar la expresion de la proteina.
Solo el ADN plasmidico que cumple este requisito, se utiliza de molde para subclonar la
secuencia MT5-Flag en el vector lentiviral pRRL-SIN-PPThPGK-GFP-WPRE (PGK-GFP;
Addgene #12252; Consiglio et al., 2004), usando en este caso Xhol y Spel como secuencias
diana (PGK-GFP-MT5).

El plasmido DN-CDH-GFP fue gentilmente cedido por la Dra. A. Chenn (Noles y
Chenn, 2007) y se subclon6 también en el vector lentiviral PGK-GFP, usando la misma
estrategia que en MT5, mediante las enzimas de restriccion Xhol y Spel (PGK-GFP-DN-
CDH). Al igual que con PGK-GFP-MT5, los vectores lentivirales resultantes de la clonacion,
se enviaron al Servicio de Genomica de la Universidad de Valencia para su secuenciacion.

Los cebadores se detallan en la Tabla 9 del Anexo.

3.2.2. Transfeccion de células HEK293T

Se siembran 4-5-10° de células HEK293T en una placa de cultivos de 56 cm? para
que al dia siguiente alcancen un porcentaje de confluencia de entre el 70 u 80%, y se refresca
el medio de cultivo con un medio libre de antibidticos, el “medio de transfeccion”, dos horas
antes para promover la eficiencia del proceso (Tabla 10; Anexo). La transfeccion se realiza
a partir de dos soluciones diferentes, la “solucion plasmido” que contiene 10-20 ug de ADN
plasmidico en 450 pl de medio IMDM vy la “solucién liposomal” que esta formada por 20
pL de Lipofectamine2000 (Invitrogen) en 450 pl de IMDM. Ambas soluciones deben
incubarse a Ta durante 5 min y luego, se mezclan e incuban durante otros 20 min. Después,
la solucion final se afiade gota a gota al medio de cultivo y se mezcla suavemente.
Transcurridas 14-16 h tras la transfeccion, el medio de cultivo debe renovarse y, si nuestro
vector de transferencia expresa alguna proteina fluorescente, podremos analizar la eficiencia

de la transfeccion en un citometro de flujo como el LSR Fortessa (Becton Dickinson).

3.2.3. Infeccion con lentivirus

El protocolo para la generacion y concentracion de particulas lentivirales se detalla
en (Porlan et al., 2016). En primer lugar, se transfectan células HEK293T con los plasmidos
de empaquetamiento pMDLg/pPRRE y pRSV.REV (Addgene; #12251 y #12253,
respectivamente), el plasmido de transferencia deseado, en nuestro caso PGK-GFP, PGK-
GFP-MT5y PGK-GFP-DN-CDH, y el plasmido de la envuelta pMD2G (Addgene; #12259),
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siguiendo el protocolo comentado anteriormente. En este caso, la “solucion plasmido”
contiene 10 pg del vector de transferencia, 2,5 ug de pRSV.REV, 5 ug de pMDLg/pRRE y
3,5 ug de pMD2G en un volumen final de 450 pl de medio IMDM. Transcurridas 14-16 h,
el medio de cultivo de las HEK293T se sustituye por el medio completo de las NSC, para el
condicionamiento del medio, y se comprueba la eficiencia de la transfeccion mediante

citometria de flujo, ya que nuestro vector de transferencia expresa la proteina GFP.

Cuando la produccién de particulas lentivirales es maxima, alrededor de 30 h tras la
transfeccion, se recoge y filtra el medio de cultivo con un filtro de nitrocelulosa de 0,22 um
de diametro de poro, para eliminar cuerpos multivesiculares y restos de membranas
celulares, y empezamos la concentracion del virus. El proceso de concentracion de particulas
virales conlleva dos rondas de ultracentrifugacion. En primer lugar, el medio condicionado
recogido se ultracentrifuga a 50.800g o0 19.600 rpm con el rotor SW-28 (Beckman Coulter;
ref. 358126) durante 2 horas y 20 min a Ta. El pellet generado se resuspende en 200 ul de
PBS estéril y se guarda, durante toda una noche, en agitacion a 4 °C, para favorecer la re-
suspension de las particulas virales generadas. Al dia siguiente, para limpiar las particulas
lentivirales, se vuelve a ultracentrifugar a 50.200g o 23.000 rpm, a Ta, con el rotor SW-55
(Beckman Coulter; ref. 326819) y durante otras 2 h 20 min. El pellet generado en esta ultima
ultracentrifugacion se resuspende en PBS, en una milésima parte del volumen inicial, se
facilita la re-suspension a 4 °C y se alicuota y guarda a -80 °C. Antes de utilizar el lentivirus
generado, se debe calcular el titulo o carga lentiviral. Para ello se siembran 50.000 células
Hela o HEK293T vy, cuando alcanzan el 70-80 % de confluencia, se infectan con diluciones
seriadas del lentivirus generado (desde 107 a 10®) junto con 4 pg/ml de polibreno
(hexadimethrine bromide; Sigma). Después de 72 h de infeccidn, para permitir la expresion
del vector, se recogen las células adherentes mediante un tratamiento corto con tripsina-
EDTA vy se fijan con una solucién al 1% de PFA y 2% de FBS en PBS. En este punto, las
células estan listas para su analisis por citometria de flujo usando un laser de argon a 488
nm. El titulo viral se calcula siguiendo esta formula: % celulas GFP+/100 x ndmero de
células infectadas x factor dilucion (FD) = unidades de transduccion (TU)/ml. En este

trabajo, hemos obtenido titulos virales de entre 9-108 y 9-10° TU/ml y para los ensayos in

vivo e in vitro se han utilizado los lentivirus a una concentracion de 1-10% Tu/ml.

El protocolo de inyeccion de virus para los ensayos in vivo se ha explicado

anteriormente en el apartado 2.2. Las infecciones de NSCs con lentivirus in vitro, se llevan
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a cabo en 2.5-10°-10° células individuales y 4 ml de medio completo suplementado con 4pl

de polibreno a 4 mg/ml, para favorecer la fusion entre la capside pseudoviral y la membrana
celular. El tratamiento dura 4-8 h, durante las cuales las células se mantienen en el incubador
a 37 °C y con una atmosfera hiumeda con 5% de CO». Una exposicion demasiado prolongada
al polibreno podria ser toxica para las células, por lo que tras las 4-8 h de tratamiento, se
lavan y se incuban en medio completo fresco para promover la expresion del vector de
transferencia. Despueés de 3-4 dias desde la infeccion, igual que en el caso de la transfeccion
de HEK?293T, podemos comprobar el porcentaje de infeccion celular por citometria de flujo
y separar las células transducidas mediante un citometro-separador celular equipado con un

laser de 488 nm, dado que nuestro vector expresa GFP.

3.3. Ensayos celulares
3.3.1. Experimentos de adhesion

Se siembran 4-10* 6 9-10% células L929 parentales o con sobreexpresion estable de

E-cadherina o N-cadherina en pocillos de placas de 96 o en chamber-slides de cristal
respectivamente, y se deja que alcancen la confluencia tras 24-48 h de cultivo in vitro. El
mismo dia de la realizacion de los ensayos de adhesion, se disgregan mecanicamente
neuroesferas o tejido de SEZ. Mientras tanto, el medio de las células L929 se cambia un par
de veces por medio completo de NSCs para eliminar las trazas de FBS del medio propio de
las L929. Una vez disgregadas y contadas las NSC o las células subependimarias, se
siembran 15.000 células sobre las L929 en medio completo y se dejan adherirse durante 1-3
h. Tras el tiempo de adhesion, las células se lavan repetidas veces con medio completo para
eliminar todas las células que han sido incapaces de adherirse durante ese tiempo, y se
cultivan otras 10-12 h en el mismo medio suplementado con FGF y/o se fijan con PFA al
2% durante 15-20 min. Para poder evaluar el numero de células adheridas es necesario poder
diferenciarlas de las L929, por lo que se marcan antes de la siembra con el trazador celular
DDAO-SE (Invitrogen; #C34553) o bien se marcan al final del experimento con una

inmunocitoquimica frente a nestina, GFAP o S100p tras la fijacion.

Algunos ensayos de adhesidn se llevaron a cabo pre-tratando las células antes de
sembrarlas sobre las L929 con GI254023X (GIX; TOCRIS) a 50 uM o con rsFRP-1
(proteina sFRP-1 recombinante; R&D) de origen murino a 10 pg/pl durante 24-48 h, o con
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EC-NCad (Sigma) o inmunoglobulinas del mismo isotipo (IgG; Sigma) a 50 pg/ml durante
1 horaya 37°C.

El rescate del fenotipo del mutante Mmp24 en los ensayos de adhesion, se llevé a
cabo con neuroesferas cultivadas del Mmp24 KO e infectadas con un lentivirus de
sobreexpresion de MT5-MMP (Lent-GFP-MT5) o su control Lent-GFP, usando 10° TU/ml

en presencia de polibreno a 4pug/ml. Las NSCs infectadas se separan mediante un citbmetro-
separador celular equipado con un laser de 488 nm (MoFlo Legacy; Bekman Coulter) antes

de sembrarlas sobre las L929.

3.3.2. Ensayos de ciclo celular

En este tipo de ensayos, las células procedentes de homogenados de SEZ o bien NSCs
infectadas con lentivirus y separadas por citometria, se recogen y lavan con PBS estéril. Las
celulas individuales obtenidas se centrifugan a 200g durante 10 minutos y el pellet se re-
suspende gota a gota en un mililitro de etanol al 70 % y se incuba a 4 °C durante 30 min,
para prevenir el entrecruzamiento proteico. Después, las células se deben centrifugar de
nuevo para eliminar el etanol, pero éste impide la formacion del pellet, por lo que se afiaden
14 ml del tampon FACS (PBS 1X con Triton X-100 al 0,1% en agua destilada autoclavada)
para favorecer la recuperacion del pellet de células. Por altimo, las células se re-suspenden
en tampon FACS suplementado con ioduro de propidio a 25 pg/ml y RNasa A libre de
DNasas a una concentracion de 25 pg/ml, y tras 20 min de incubacion a 37 °C, se analiza el
contenido en ADN de las células mediante citometria de flujo (FACSVerse; Becton
Dickinson). Los datos del ciclo celular y el porcentaje de células encontradas en cada fase

del ciclo se determinaron usando el software FlowJo (Figura 14).
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Figura 14. Analisis del ciclo celular mediante el software FlowJo. Imagen representativa del perfil de ciclo
celular que presentan las NSCs. En la imagen se indican las distintas fases del ciclo celular, GO en color negro,
G0-G1 en morado, S en amarillo y G2-M en verde.
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3.3.3. Técnicas inmunocitoquimicas

Las muestras se incuban en una solucion de bloqueo compuesta por FBS al 5 %,
glicina al 1%, BSA al 1%, TritonX-100 al 0-0,2% Yy azida sddica al 0,05% en PB 0,1M
durante 1 ha Tay con agitacion suave. Después, las muestras se incuban con los anticuerpos
primarios (Tabla 3; Anexo) diluidos en solucion de bloqueo durante toda la noche a 4 °C.
En el caso de la deteccion de analogos de timidina, antes de la incubacion con la solucién de
bloqueo y con los anticuerpos primarios, se realiza un tratamiento con HCI 2N durante 20
minutos y luego se reestablece el pH de las muestras con repetidos y abundantes lavados con
borato sodico al 1% o PBS.

Para la deteccion fluorescente de los anticuerpos primarios, las muestras se lavan con
PBS y se incuban con los anticuerpos secundarios (Tabla 4; Anexo) diluidos en solucion
blogueante durante otra hora a Ta y en agitacion suave. Por ultimo, se incuban las
preparaciones con DAPI a 1 mg/ml disuelto en agua destilada durante 1-2 minutos, para
poder detectar el ndcleo de todas las células presentes en la muestra, y se lavan con PBS o
agua destilada. Para preservar la fluorescencia, se montan las muestras con una solucion

como el FluoromountG (EMS) y se cubren con un cubreobjetos evitando generar burbujas.

3.3.4. Recuento celular

En los experimentos de adhesion se fotografia gran parte o todo el pocillo de manera
manual, mediante un microscopio de fluorescencia (Nikon Eclipse Ni), o bien de forma
automatica mediante el INCell Analyzer2000 System. El contaje del nimero de células
adheridas que aparece en cada campo rastreado, se analiza mediante el software ImageJ
(NIH), de forma manual o con la ayuda de una macro automatica, disefiada por un miembro
bioinformatico de nuestro laboratorio (Pau Carrillo Barbera). EI procedimiento permite que
el software reconozca de forma especifica todos los nacleos celulares presentes en el campo
fotografiado, mediante la identificacion del marcaje con DAPI y el didmetro. Para estimar el
area de monocapa, el programa dilata los nucleos identificados, aumentando el tamafio del
nucleo para simular las dimensiones de la célula, con nucleo y citoplasma. Tras esta accion,
el programa mide el area correspondiente a los nucleos dilatados, la cual sera nuestra medida
de monocapa. Por otro lado, identifica y cuantifica las células DDAO-SE por su marcaje
fluorescente, que coincide a su vez con un nucleo celular, de forma que excluye restos

celulares o precipitados fluorescentes de la preparacién. De este modo conseguimos, de
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forma automatizada, el recuento del nimero de células DDAO-SE adheridas por area de

monocapa celular rastreada.

4. Ensayos enzimaticos

La actividad enzimatica de ADAM10 se midié mediante el uso del kit enzimatico
SensoLyte520 ADAM10 Activity Assay Kit Fluorimetric (anaSpec; #AS-72226). Este ensayo
contiene un sustrato-5-FAM especifico de ADAM10, la enzima ADAM10 recombinante de
origen humano (rhADAM10) y un inhibidor especifico de ADAM10 (GM-6001). El sustrato
estd marcado con una molécula fluorescente en un extremo (5-FAM) y en el extremo opuesto
esta unido a un quencher. Cuando ADAM10 corta el sustrato, éste es capaz de emitir
fluorescencia a una longitud de onda de excitacién/emision de 490 nm/520 nm, y podemos

medirla mediante lectores de fluorescencia como el VICTOR (Victor™3 Multilabel Plate

Reader; PerkinElmer). Por lo tanto, este ensayo nos permite analizar la actividad de nuevos
posibles inhibidores de ADAM10. El test de inhibicion de los farmacos se llevé a cabo
siguiendo las instrucciones del kit comercial. En pocillos de placas de 96 opacas y negras,
para evitar la transferencia de fluorescencia entre pocillos adyacentes, se afiaden 40 pl de
rhADAM10 diluido 500 veces (8 ng finales) y 10 pl del inhibidor a ensayar. Mientras se
prepara el ensayo, el VICTOR se atempera a 37 °C, y justo antes de medir, se afiaden 50 pl

del sustrato 5-FAM a 10 puM en cada pocillo a analizar, midiendo un volumen final de 100

ul.

5. Analisis de los niveles de ARN mensajero

Los ensayos de expresion se llevaron a cabo a partir de muestras de ARN de
neuroesferas crecidas durante 3-4 dias, extraido mediante el aparato MAXWELL® y
siguiendo las instrucciones del MAXWELL® 16LEV simplyRNA Kit (Promega; ref.
AS1280). La muestra de ARN se obtiene del MAXWELL® eluida en 35 pl de agua libre de
nucleasas, y se cuantifica usando un sistema fluorimétrico preciso, el Qubit® (RNA BR Assay
Kit; ThermoPhisher; ref. Q32852). Mediante retro-transcripcion con el PrimeScript™ RT-
PCR Kit (Clontech; RR014B), se convierte un microgramo de ARN en cADN, llevando en
paralelo el control negativo de cada muestra sin polimerasa. La concentracion final de cCADN
o de los controles negativos es de 50 ng/ul. Parte de la muestra generada se destina para los

ensayos de expresion semi-cuantitativos, en los que el CADN generado se resuelve en un gel
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de electroforesis al 2-3% de agarosa en tampdn TAE. Las bandas correspondientes al cADN
se detectan mediante un sistema documentador de geles digital, que nos permite ademas
hacer una captura de imagen en formato digital. Las imagenes digitales se analizan por
densitometria usando el software ImageJ (NIH). Los resultados obtenidos del anélisis
densitométrico se normalizan respecto al valor del gen endégeno usado como control. Para
los ensayos de expresion de ARNm mediante la realizacion de una PCR cuantitativa en
tiempo real (QRT-PCR), las muestras de CADN se diluyen hasta 6 ng/ul. La qRT-PCR se
realiza con sondas Tagman (Tabla 11; Anexo), siguiendo las instrucciones del kit Premix
Ex Taq™ (Clontech; ref. RR390A) y se lleva a cabo en el StepOnePlus™ (Applied

Biosystems), que genera un archivo Excel con los resultados. Los datos obtenidos se analizan

relativizando los valores Ct respecto a los ACt y se normalizan frente a uno o dos genes

enddgenos (Gapdh y/o HPRT).

6. Electroforesis SDS-PAGE y Western Blot

Los extractos proteicos se obtienen a partir de tejido de SEZ o de neuroesferas
cultivadas durante 3-4 dias. El tejido de SEZ se obtiene mediante diseccion de la zona y a
continuacion, usamos el instrumento MP FastPrep-24 para homogenizar el tejido y lisarlo
con 300 ul de tampon de lisis para tejido cerebral, que contiene tampon Tris-HCI 25 mM a
pH 8.0, cloruro sédico 150 mM (NaCl), NP-40 al 1%, deoxicolato sddico (NaDoc) al 1%,
SDS al 1%, ortovanadato sodico 1 mM (NaOVa3), pirofosfato sddico (PPiNa) 5 mM y B-
glicerolfosfato 20 mM, suplementado con un coctel de inhibidores de proteasas (cOmplete ;
Roche; ref. 11836153001). Las neuroesferas se recogen y lavan con PBS esteéril, para
eliminar las trazas de BSA del medio de cultivo. El lisado se lleva a cabo en hielo con tampon
de lisis para neuroesferas, que contiene tampén Tris-HCI 25 mM a pH 7.4, EDTA 1 mM,
SDS al 1%, PPiNa 10 mM, B-glicerolfosfato 20 mM y NaOVa3 2 mM, suplementado con
un céctel de inhibidores de proteasas (cOmplete). El lisado celular es completo, por lo que
el ADN se liberay a veces provoca mucha viscosidad en la muestra. En estos casos, debemos

homogeneizar o sonicar la muestra.

Mediante intrapolacion con una recta patron de cantidades conocidas de albumina y
siguiendo las instrucciones del Kit BCA Protein Assay (Thermo Fisher, ref. 23227), sistema
colorimétrico de alta precision y compatible con detergentes, se obtienen los valores de
absorbancia necesarios para calcular la concentracién de proteina de cada una de las

muestras. Una vez obtenidos los calculos, se mezclan entre 30-50 g de proteina de cada
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muestra con un tampon de carga que contiene glicerol al 20%, SDS al 10%, tampdn Tris-
HCI 400 mM a pH 6.8, B-mercaptoetanol (B-MEtOH) al 10% y una pizca de azul de
bromofenol. Con este tampdn conseguimos reducir y desnaturalizar las muestras por choque
térmico a 95-98 °C durante 5-10 min. Después, las muestras se resuelven mediante
electroforesis en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE) en geles de
acrilamida/bisacrilamida al 10% o en geles en gradiente (4-15% Mini-PROTEAN TGX gels;
Bio-Rad). A lo largo de este trabajo, se han utilizado para el proceso de transferencia los
sistemas de Bio-Rad, el sistema semi-humedo Trans-Blot Turbo o bien el sistema himedo
Mini Trans-Blot Cell, mediante el uso de membranas de PVDF (Trans-Blot Turbo Transfer
Pack) o de nitrocelulosa (Hybond-ECL; Amersham biosciences), respectivamente. Usando
el programa estandar del sistema Trans-Blot Turbo, para la transferencia 6ptima de proteinas
de alto y bajo peso molecular, y usando las membranas de PVDF Trans-Blot Turbo Transfer
Pack, el proceso de transferencia tiene una duracién aproximada de 30 minutos a 25 V. Con
las membranas de nitrocelulosa y el sistema Mini Trans-Blot Cell, la transferencia se deja
durante 80 minutos aproximadamente, a 400 mA y voltaje constante. A diferencia de las
membranas de PVDF descritas anteriormente, las proteinas adheridas a las membranas de
nitrocelulosa pueden tefiirse con una solucién de rojo Ponceau S (rojo Ponceau S al 2%,
acido tricloroacético al 30% vy acido sulfosalicilico al 30%), y en algunos casos se utilizé

esta tincion como control de carga.

Para la inmunodeteccién de las proteinas de interés, las membranas se incuban en
una solucion bloqueante formada por leche en polvo desnatada al 5% o BSA al 3% en TBS-
T (Tween-20 al 0,025% en Tris-HCI 0,1 M con cloruro sodico al 0.9% o Tris-Buffer Saline)
durante una hora a Tay en agitacion suave. Después, se elimina el bloqueo y las membranas
se incuban durante toda la noche a 4 °C con los anticuerpos primarios diluidos en la solucién
de bloqueo (Tabla 3; Anexo). Al dia siguiente, las membranas se lavan bien del anticuerpo
primario con TBS-T y se incuban, durante 1 h a Tay en agitacion suave, con los anticuerpos
secundarios apropiados (Tabla 4; Anexo). La sefial se obtiene mediante una reaccién
quimioluminiscente generada por reactivos como el Western Lightning® Plus-ECL
(PerkinElmer) o el SuperSignal West Femto (Pierce), y se adquiere una imagen digital
cuantificable mediante sistemas automatizados (Alliance MiniHD9; UVITEC) o peliculas
autoradiogréaficas. El Alliance MiniHD9 genera una imagen digital de la reaccion

quimioluminiscente; sin embargo, las peliculas tienen que ser escaneadas para obtener un
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archivo electronico con el que poder trabajar. Las imagenes digitales se analizan por

densitometria usando el software apropiado, como es el caso del ImageJ (NIH).

7. Andlisis estadistico

Durante la realizacion de este trabajo, la cuantificacion de las diversas poblaciones
celulares se ha estimado como un namero total de células por estructura anatémica o se ha
calculado como porcentajes o valores relativos. La normalidad de los datos se ha
comprobado usando el programa informéatico GraphPad Prism5, usando el test D'Agostino-
Pearson. Estos valores se han representado con la media * el error estandar de la media. Para
poder realizar el andlisis estadistico de los resultados, se ha utilizado la funcién arcoseno
(raiz (valor %/100)) para transformar los datos porcentuales y el logaritmo en base 2 para
transformar los datos normalizados. Los valores resultantes de la transformacion se
analizaron con el programa informatico GraphPad Prism5, usando una t de Student, de dos
colas de distribucion y con variables pareadas o de igual varianza, en el caso de un grupo
experimental a analizar, o bien mediante un andlisis de varianzas de una via (ANOVA, del
inglés ANalyses Of VAriance), cuando se comparan dos 0 mas grupos experimentales. El
nivel de significatividad estadistica corresponde a valores de p-valor inferiores a 0,05. (* =
p-valor<0,05; **<0,01; ***<0,001). EI tamafio muestral empleado en los experimentos de
esta tesis (n=3-24), se ha indicado en cada grafica mediante pequefios circulos, que indican
el nimero de muestras bioldgicas independientes para cada genotipo o tratamiento aplicado,
y esta apoyado por bibliografia propia del campo y por otros trabajos publicados por el grupo
(Ferron et al., 2010; Ponti et al., 2013; Porlan et al., 2013; Delgado et al., 2014; Tong et al.,
2014).
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Tabla 1. Secuencia de los oligonucledtidos usados como cebadores y condiciones usadas en las reacciones de

PCR para el genotipado de las diversas cepas de ratones modificados genéticamente.

Secuencia 5' > 3' | Amplicon (pb)

Mmp24

CACTGTGTTGAAGTTGCCATCGC Nulo = 500
CGCCATCTGAGAGGAAGCACGAG
AAGAACTCGTCAAGAAGGCGATAGAAGGCG Salvaje =100

AGGATCTCCTGTCATCTCACCTTGCTCCTG

hGfap:Cre

ACT CCT TCATAA AGC CCT Transgén =190

ATC ACT CGT TGC ATC GAC CG Control positivo interno =700
Cdh2 tm1GlIr

CCA AAG CTG AGT GTG ACT TG

TAC AAG TTT GGG TGA CAAGC

Tg (CAG-eGFP)B5Nagy/J

AAG TTC ATC TGC ACC ACCG

TCC TTG AAG AAG ATG GTG CG

CTA GGC CAC AGA ATT GAAAGATCT
GTA GGT GGA AAT TCT AGC ATC ATCC
Tg(GFAP-lacz, eGFP)7Kdmc
ACAAGCAGAAGAACGGCATC
CTTGTACAGCTCGTCCATGC
TGAGCAACTACTAGATCCTTGG
TCTGCCTCTGGTGACTTTTC

Sfrpl

CTCACAACGTGGCACTGGGG
CTTGGAATAAGGCCGGTGTGC
CAGTGCGTGGACATCCCGG
GCAGAGCCAGCGACACGG

Mutante = 290
Salvaje=250

Transgén =173

Control positivo interno =324

eGFP transgén = 251

GFAP transgén =363

Nulo = 326

Salvaje = 230

Tabla 2. Informacién y coordenadas de las infusiones cerebrales.

Coordenadas estereotaxicas para las infusiones cerebrales

Coordenadas estereotaxicas

Region Antero-Posterior (AP) | Medio-Lateral (ML) Dorso-Ventral (DV)
SEZ/borde del estriado +0,6 mm +1,2 mm -3,0 mm
Ventriculo lateral -0,3mm +1,0 mm -2,6 mm
Superficie cerebral +1,1 mm

* Coordenadas usando Bregma como referencia.
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Tabla 3. Listado de anticuerpos primarios.

Anticuerpos primarios
Antigeno | Huésped | Compafiia | Referencia | Técnica | Dilucién
Actina clon AC-40 Rat6n Sigma-Aldrich A4700 WB 1/5000
. . Lo IF 1/100
B-catenina Conejo Cell Signaling #9562 WB 1/1000
BrdU/CldU Rata Abcam ab6326 IF 1/800
BrdU/1dU Raton BD Biosciences 347580 IF 1/500
. Santa Cruz
Doblecortina (C-18) Cabra Biotechnology sc-8066 IF 1/200
ECadherina clon 36 Ratén BD Biosciences 610181 IF 1/100
Flag clon M2 Raton Sigma F1804 WB 1/1000
y-Tubulina Cabra B.Sa“ta Cruz 5c-31779 IF 1/200
iotechnology
Gapdh Raton Merck Millipore MAB374 WB 1/5000
Gfap Pollo Merck Millipore AB5541 IF 1/600
GFP Cabra Rockland 600-101-215 IF 1/500
GFP Conejo Abcam ab290 IF 1/200
1d-1 Conejo BioCheck, Inc. BCH-1/#37-2 IF 1/200
Ki67 Conejo Abcam ab15580 IF 1/100
Mash-1 Rat6n BD Biosciences 556604 IF 1/100
MCM-2 Cabra Santa Cruz 5c-9839 IF 1/100
Biotechnology
MT5-MMP Cabra Santa Cruz 5¢-20912 IF 1/100
Biotechnology
. , " IF 1/100
N-cadherina clon C-32 Raton BD Biosciences 610920 WB 1/1000
IF 1/100
N-cadherina clon GC-4 | Ratén Sigma C3865 AD 50 pg/ml
ICV 80 ug
Nestina Raton Abcam ab6142 IF 1/500
Notch-ICD (dominio
intracelular del receptor | Conejo Abcam ab8925 wWB 1/1000
Notch)
S100B Conejo Dako Z0311 IF 1/100

*WB: Western Blot; IF: inmunofluorescencia. AD: ensayos de adhesion; ICV: inyeccién intra-

cerebroventricular.
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Tabla 4. Listado de anticuerpos secundarios.

Anticuerpos secundarios
Nombre | Antigeno | Huésped | Compafila | Referencia | Técnica | Dilucion
Alexa Fluor® 488 Raton IgG Jackson
F(ab")2 Fragment (H+L) BUTO || munoResearch | /+2-246-151 IF 1/600
- Ratén 1gG Jackson
Cy3-AffiniPure (H+L) Burro ImmunoResearch 715-165-151 IF 1/600
Alexa Fluor® 647- Jackson
AffiniPure F(ab")2 Ratén Burro 715-606-151 IF 1/600
ImmunoResearch
Fragment
Biotinilado Ra(ﬁitge Caballo Vector BA-2000 IF | 1/300
Polyclonal HRP Raton 1gGs Cabra Dako P0447 WB 1/5000
Alexa Fluor® 488- Congio 1aG Jackson
AffiniPure F(ab")2 1019 Burro 711-546-152 IF 1/600
Fra t (H+L) ImmunoResearch
gmen
Affin Conejo 1gG Jackson e
Cy3-AffiniPure (H+L) Burro ImmunoResearch 711-165-152 IF 1/600
Alexa Fluor® 647 CO(”SE’L')QG Burro | Molecular Probes |  A31573 IF 1/600
ECL o-rabbit IgG, Conejo
HRP-linked whole Ab gGs Burro Amersham (GE) NA934 wB 1/5000
Alexa Fluor® 488- Cabra IgG Jackson
AffiniPure F(ab")2 g Burro 705-546-147 IF 1/600
(H+L) ImmunoResearch
Fragment
Cy3-AffiniPure Cabra IgG Jackson
F(ab")2 Fragment (H+L) BUTO || munoResearch | /0°7166-147 IF 1/600
Alexa Fluor® 488 Pollo | Burro Jackson | 703.546.155 | IF | 1/600
F(ab'); Fragment ImmunoResearch
DyLight 549- Pollo IgY Jackson EA.
conjugated (19G) Burro ImmunoResearch 703-506-155 IF 1/600
Alexa Fluor® 647 P‘zml'gY Cabra | Molecular Probes |  A21449 IF 1/600
Alexa Fluor® 488 R?IE'TE])G Burro | Molecular Probes A21208 IF 1/600
Cy3-AffiniPure Rata IgG Jackson
F(ab)2 Fragment (H+L) BUTO |} munoResearch | 727165153 IF 1/600
DyLight 649- Jackson
conjugated Rata IgG Burro || Research | 712-495-150 IF 1/600

*WB: Western Blot; IF: inmunofluorescencia.
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Tabla 5. Descripcidn de los componentes del medio control de NSCs.

Preparacion del medio control
Producto [conc.] trabajo Proveedor Referencia
DMEM/F12(1:1) Gibco, BRL BRL11320-074
D(+)-Glucosa 0,6 % Panreac 141341
NaHCOs 0,1 % Biowest L0680-500
HEPES 5mM Biowest L0180-100
L-Glutamina 2mM Gibco, BRL 25030-081
Antibibtico/Antimicético 1% Gibco, BRL 15240-062
“mezcla con hormonas” (hormone mix) 10 % Tabla 6
Heparina 0,7 U/ml Sigma-Aldrich H3149
Albimina de suero bovino (BSA) 4 mg/ml Sigma-Aldrich B4287
Tabla 6. Descripcion de los componentes del medio hormonal.
Preparacion de la “mezcla con hormonas”
Producto [conc.] trabajo Proveedor Referencia
DMEM/F12(1:1) Gibco, BRL BRL11320-074
D(+)-Glucosa 0,6 % Panreac 141341
NaHCOs 0,1 % Biowest L0680-500
HEPES 5mM Biowest L0180-100
Apo-transferrina 0,8 mg/ml Sigma-Aldrich T2252
Insulina bovina 500 nM Sigma-Aldrich 16634
Putrescina 0,1 mg/ml Sigma-Aldrich P7505
Progesterona 0,2nM Sigma-Aldrich P6149
Selenito sddico 0,3 uM Sigma-Aldrich S9133
Tabla 7. Descripcién de los componentes del medio completo de NSCs.
Preparacion del medio completo
Producto [conc.] trabajo Proveedor Referencia
Medio Control Como se describe arriba
EGF 20ng/ml 20 ng/ml Gibco, BRL 53003-018
bFGF 10 ng/ml Sigma-Aldrich F0291
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Tabla 8. Descripcidn de los componentes del medio de cultivo de las lineas celulares usadas durante este

trabajo.
Preparacion medio cultivo lineas celulares
Producto [conc.] trabajo Proveedor Referencia
DMEM/F12 (glucosa alta) sin L-Glutamina o Biowest L0101
IMDM.
Suero fetal bovino inactivado por calor (FBS) 10 % Biowest S1810
L-Glutamina 6 mM Gibco, BRL 25030-081
Piruvato sddico 1 mM Gibco, BRL 11360-039
Penicilina/Estreptomicina 1% Sigma-Aldrich P4458
Tabla 9. Cebadores empleados para los clonajes.
MT5-MMP DN-CDH

Secuencia cebadores 5' --> 3'

Secuencia cebadores 5* --> 3'

Clonaje en Lent-GFP

Clonaje en Lent-GFP

ATTCTCGAGAATGCCGAGGAGCGCGGG

ATATCTCGAGACTGGTGTGGGAGCC

GCACTAGTCTACTTGTCATCGTCGT

CGACTAGTTTACTTGTACAGCTCGTC

Tabla 10. Descripcién de los componentes del medio de transfeccién.

Preparacion del medio de transfeccion
Producto [conc.] trabajo Proveedor Referencia
IMDM Gibco, BRL 21980-032
L-Glutamina 6 mM Gibco, BRL 25030-081
Piruvato sddico 1 mM Gibco, BRL 11360-039
Suero fetal bovino inactivado por calor (FBS) 10 % Biowest S1810
Tabla 11. Listado de sondas Tagman.
Sondas Tagman

Sondas Gen Compafiia Referencia
SFRP-1 Sfrpl ThermoFisher MmO00489161_m1
ADAM10 Adam10 ThermoFisher Mm00545742_m1
N-cadherina Cdh2 ThermoFisher Mm01162497_m1
CiclinaD1 Ccndl ThermoFisher Mm00432359 m1
Hesl Hesl ThermoFisher Mm01342805_m1
Hes5 Hes5 ThermoFisher Mm00439311 g1
Gapdh Gapdh ThermoFisher Mm99999915 g1
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1. Las uniones adherentes mediadas por N-cadherina promueven la quiescencia de las
células B-GFAP+

1.1. Las células B-GFAP+ interaccionan con el nicho neurogénico mediante

uniones dependientes de N-cadherina

Previamente a la realizacion de este estudio, se habia descrito la expresion de la E-
cadherina en células ependimarias que revisten la pared de los ventriculos laterales y células
TAP y se le ha atribuido un papel en la regulacion de la proliferacion de estos progenitores
(Karpowicz et al., 2009), mientras que la funcién de la N-cadherina en el nicho estaba por
determinar. Estudios previos realizados con anticuerpos frente al dominio extracelular de la
N-cadherina, la situaban en la capa de células ependimarias; sin embargo, otros estudios
inmunohistoquimicos realizados con anticuerpos frente a dominios intracelulares, habian
determinado su localizacion principalmente en los neuroblastos (Karpowicz et al., 2009;
Yagita et al., 2009).

Para determinar la relevancia de las uniones adherentes mediadas por la N-cadherina
en el nicho, utilizamos anticuerpos frente al dominio extracelular (clon GC4; en este trabajo
denominados anticuerpos EC-NCad) y frente a epitopos intracelulares (clon C32; a lo largo
de este trabajo se nombraran como anticuerpos NCad). Las células ependimarias S100p3
(S100 calcium-binding protein B), los neuroblastos que expresan DCX vy los astrocitos y
células B reconocibles por contener GFAP son reconocidos con el anticuerpo NCad; sin
embargo, el anticuerpo EC-NCad detecta a los ependimocitos y a los astrocitos GFAP+

mayoritariamente (Figura 15 a-d).
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a

S100B DAPI S100B

Figura 15. Expresion de la N-cadherina en la SEZ. (a) Tinciéon inmunohistoquimica de cortes coronales de
SEZ con anticuerpos frente al dominio intracelular de N-cadherina (verde; NCad), al marcador de
ependimocitos S100p (rojo), (b) al marcador de neuroblastos DCX (rojo) o (c) al marcador de células B GFAP
en contacto con el ventriculo (rojo), indicando con puntas de flecha regiones de colocalizacion. (d)
Inmunohistoquimica sobre cortes coronales de SEZ con anticuerpos frente al dominio extracelular de N-
cadherina (verde; EC-NCad) y a GFAP (rojo), mostrando un grupo de imagenes de confocal consecutivas (de
z az+3). Se indica con una “e” las células ependimarias y mediante puntas de flecha la colocalizacion de ambos
marcadores en una célula GFAP+ (asterisco). La tincion con DAPI marca el nlcleo de todas las células
presentes. La linea blanca punteada de las imagenes indica el limite con el ventriculo. La escala superpuesta
en las imagenes corresponde a 10 pum.

La tincion in toto o wholemount de la SEZ proporciona una vision tridimensional de
la superficie del ventriculo, permitiéndonos observar las estructuras repetidas en forma de
roseta, o pinwheels, que configuran la organizacion de esta zona. En el centro de las rosetas,
se sittan las células B, que extienden un cilio corto desde su region apical a través de los
ependimocitos multiciliados que tapizan la superficie ventricular, hasta el lumen del
ventriculo. Las estructuras en forma de roseta pueden identificarse mediante un triple
marcaje frente a GFAP (marca a las células madre tipo B), B-catenina (para delimitar las
membranas celulares) y y-tubulina (marca los cuerpos basales de los cilios) (Figura 16 a)
(Merkle et al., 2004; Mirzadeh et al., 2008). Apoyandonos en esta técnica, observamos que
entre las membranas de las células ependimarias y las membranas de las células madre B-
GFAP+ que contactan con el ventriculo, se establecen interacciones mediadas por la N-

cadherina, identificadas mediante los anticuerpos frente a NCad y EC-NCad (Figura 16 b,
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c). Estos datos nos indican que las células B-GFAP+, mediante uniones N-cadherina,
establecen interacciones adherentes con las células de su entorno en el nicho.

a
GFAP

[-catenina GFAP

GFAP

Recuadro

Figura 16. Las células B GFAP+ establecen uniones mediadas por N-cadherina. (a) Inmunohistoquimica
fluorescente frente a GFAP (rojo), y-tubulina (verde) y B-catenina (azul) sobre la pared del ventriculo para
localizar las rosetas. La linea blanca punteada delimita la estructura de una roseta, donde las células
ependimarias son las células multiciliadas y en el centro se sitda el cilio Unico de las células B-GFAP+ (rojo),
indicada con una punta de flecha. (b) Imagen confocal de una tincién fluorescente in toto de la SEZ frente a
GFAP (rojo), y-tubulina (verde) y NCad (azul), donde se observan varias rosetas (linea blanca punteada). Las
puntas de flecha indican el cilio de las células B-GFAP+. (c) Deteccion inmunofluorescente de los
ependimocitos, indicados con una “¢”, y las células B-GFAP+ presentes en las estructuras en roseta de la SEZ
mediante la GFAP y la EC-NCad. La escala de las imagenes indica 10 pm.

Para determinar la relevancia de las uniones N-cadherina que establecen las células
B-GFAP+ con su entorno, se realizaron ensayos funcionales de adhesion in vitro. Las células
procedentes de la disgregacion de la SEZ de ratones transgenicos CAG(GFP), que expresan
la proteina fluorescente GFP bajo el promotor de la B-actina, se sembraron sobre una
monocapa de células L929, modificadas para sobre-expresar las cadherinas E-cadherina
(ECad-L929) o N-cadherina (NCad-L929) (Nose et al., 1988; Miyatani et al., 1989). Una
vez establecida la monocapa, las células de la SEZ disgregadas se sembraron encima, y se
permitid su adhesion durante tres horas. EI nimero de células adheridas, identificadas
mediante la GFP y una tincion inmunocitoquimica frente a GFAP, se incrementd en un 70%
cuando la monocapa de células L929 sobre-expresaba N-cadherina. Sin embargo, la E-
cadherina no parecia ser relevante en el anclaje de las células subependimarias GFAP+, ya
que su nimero no aumentaba respecto del que se une a las células L929 sin modificar
(Figura 17 a).
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Figura 17. Las células B- GFAP+ presentes en la SEZ establecen uniones intercelulares mediadas por N-
cadherina. (a) Cuantificacion de los ensayos de adhesién realizados con células disociadas de la SEZ de
ratones transgénicos CAG(GFP) y sembradas sobre una monocapa de células L929, L929 que sobre-expresan
E-cadherina (ECad-L929) o N-cadherina (NCad-L929). Cada punto representado en las barras del histograma
corresponde a una réplica biolégica independiente, correspondiente a cada ratén a partir del cual se ha generado
un homogenado de SEZ (n=4). ANOVA de una via con correccion de Bonferroni (b) Cuantificacion de las
células GFAP+/S100B- y GFAP-/S100p+ disgregadas de la SEZ de ratones transgénicos GFAP(GFP) y
adheridas sobre una monocapa de células NCad-L929 tras un tratamiento de 1 hora con un anticuerpo
bloqueante de las uniones extracelulares de N-cadherina (50 pug/mL ; EC-NCad) o con inmunoglobulinas del
mismo isotipo como control (IgG). Cada punto representado en las barras del histograma corresponde a una
réplica bioldgica independiente de raton, a partir del cual se ha generado un homogenado de SEZ (n=3). Test t
pareado con dos colas de distribucién. (c) Inmunocitoquimica frente a S100B (rojo) para detectar los
ependimocitos en células de homogenados de SEZ procedente de ratones transgénicos GFAP(GFP) sembradas
sobre una monocapa de células NCad-L929. EI DAPI marca el nlcleo de todas las células presentes en el
ensayo. La escala indica 5 pum. Datos representados como media £ s.e.m. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001;
n.s.: no significativo.

Para determinar la especificidad del efecto observado en los ensayos de adhesion, se
trataron las células individuales procedentes de homogenados de SEZ de ratones
transgénicos GFAP(GFP) con el anticuerpo EC-NCad, que es capaz de bloquear las uniones
homofilicas de la N-cadherina, o bien con inmunoglobulinas del mismo isotipo para usarlas
como control del ensayo (1gG). Tras una hora de tratamiento, las células se sembraron sobre
una monocapa de células NCad-L929 y se realizé una inmunocitoquimica frente a S100p,
para detectar los ependimocitos, y frente a GFP, para identificar las células B-GFAP+ y
amplificar la sefial de GFP+. Las interacciones que establecen las células B (GFAP+/S1008-
) vy los ependimocitos (GFAP-/S1003+) se vieron mermadas en un 40-45 % tras el
tratamiento con el anticuerpo bloqueante EC-NCad indicando que, efectivamente, dependen
de N-cadherina. La adhesion mediada por N-cadherina parece ser mas relevante en las
células B-GFAP+, ya que mostraron una adhesion basal 3 veces superior a la mostrada por
las células S100B+/GFAP- (Figura 17 b, c).
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1.2. La N-cadherina regula el balance entre proliferacién y quiescencia de las
células B-GFAP+

Las uniones homofilicas de N-cadherina que establecen las células B-GFAP+ con el
nicho podrian ser esenciales en el mantenimiento de su citoarquitectura y en la regulacion
de la dindmica celular. El andlisis inmunohistoquimico de la SEZ para la deteccién
simultanea de la GFAP y del marcador de ciclo celular activo Ki67, una proteina nuclear
presente en las fases G1 tardia, S, G2 y M, mostrd una aparente correlacién inversa entre los
niveles de N-cadherina y el estado proliferativo de las células B-GFAP+ (Figura 18). Esta
observacion parecia sugerir que la expresion de la N-cadherina podria estar implicada en el

mantenimiento del equilibrio entre activacion y quiescencia de las células B-GFAP+ in vivo.

nivel z

DAPI

NCad

Fusion

Figura 18. Las células B-GFAP+ proliferantes expresan niveles bajos de N-cadherina. Izquierda:
Deteccion inmunofluorescente de GFAP, N-cadherina (NCad) y Ki67 en la SEZ de ratones control. La linea
blanca punteada marca el limite del nicho con el lumen del ventriculo. La punta de flecha blanca indica células
GFAP+ que expresan N-cadherina y la flecha hueca muestra una célula GFAP-Ki67+ que ha perdido o expresa
menos N-cadherina. Derecha: Se muestran distintos planos en z del recuadro de la imagen de la derecha. En la
parte de arriba se muestra la marca de NCad y Ki67 y en la de abajo se muestra el triple marcaje en los tres
planos. La barra de escala de las imagenes corresponde a 5 um.

Para corroborar esta hipétesis y debido a que la delecion genética de la N-cadherina
en ratones es letal embrionaria (Radice et al., 1997), se usaron ratones condicionales para el
gen Cdh2 (codifica la N-cadherina; ratones Cdh21®) en los que el gen Cdh2 esta
flanqueado por secuencias loxP, para poder llevar a cabo la ablacion condicional del gen al
cruzarlos con ratones GFAP(Cre). Los ependimocitos y las células B-GFAP+, asi como el
resto de celulas neurales del cerebro adulto, derivan de las células de glia radial embrionaria,
en las que la expresion de la proteina GFAP empieza el dia 14 de la etapa embrionaria en
ratones (Malatesta et al., 2003; Kriegstein y Alvarez-Buylla, 2009). Asi, y como podemos
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observar en la Figura 19 a y b, la expresion de la N-cadherina desaparece en practicamente
todas las células de la SEZ de ratones GFAP(Cre);Cdh2*, mientras que la marca de E-

cadherina permanece inalterada.
a b

Cdh2"?  GFAP(Cre);Cdh2" Cah2x*d  GFAP(Cre),Cdh2"

DAPI
GFAP DAPI

Figura 19. Expresion de E-cadherina y N-cadherina en tejido de ratones GFAP(Cre);Cdh22. (a)
Inmunohistoquimica frente a E-cadherina (verde) en cortes coronales de tejido de ratones cuyas células GFAP
positivas son deficientes en N-cadherina (GFAP(Cre);Cdh2*) y en hermanos de camada Cdh2%1°d, (b) Tincion
inmunohistoquimica frente a GFAP (rojo) y N-cadherina, NCad (verde) en cortes coronales de ratones
GFAP(Cre);Cdh22 o Cdh2flod, El DAPI marca el niicleo de todas las células presentes en los cortes coronales.
Las lineas blancas de puntos indican el limite con el ventriculo. Barras de escala: 10 pum.

Al estudiar en detalle estos ratones, pudimos observar que el deficit de N-cadherina
desde etapas tempranas del desarrollo embrionario induce una hiperplasia de la SEZ,
provocando un aumento en el nimero de células totales (promedio de nucleos por seccién +
sem.: 61 + 13 y 100 + 4 en ratones Cdh2i®¢ n=3 y GFAP(Cre);Cdh22, n=4,
respectivamente; p=0,021). Ademas, en los ratones GFAP(Cre);Cdh22 se veia incrementado
el porcentaje y la proliferacion de células B-GFAP+ (Figura 20 a, b). La proporcién de
neuroblastos también esta alterada. Mediante una tincion in toto frente a DCX, para observar
las cadenas de neuroblastos, pudimos observar que, en la SEZ de ratones GFAP(Cre);Cdh22,
hay mas cadenas de neuroblastos pero en una disposicion anomala. Estaban desorganizadas
y parecia probable que no llegasen hasta su destino normal, dado que el tamafio del OB de
los ratones GFAP(Cre);Cdh22 presenta un tamafio inferior al de los ratones control Cdh2floxed
(Figura 20 c, h).

Mediante microscopia electronica de barrido y andlisis inmunohistoquimico con
anticuerpos para la deteccion de las células B-GFAP+ y de la capa de células ependimarias
S100B+, observamos que la citoarquitectura del nicho no estaba conservada. En la SEZ de
los ratones GFAP(Cre);Cdh2%, las células ependimarias se habian desprendido y aparecian
intercaladas con el resto de células (Figura 20 d, e), alterando la estructura tisular del nicho.
Estudios previos en los que se inducia el bloqueo de las uniones de N-cadherina, mediante
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el cruce entre ratones condicionales Cdh21°* y ratones transgénicos que expresan la Cre
recombinasa bajo el promotor D6 (Kadowaki et al., 2007), o bien mediante la inyeccion o
electroporacion en el ventriculo lateral e hipocampo de adenovirus que sobre-expresaban
una forma truncada de la N-cadherina (Barnabe-Heider et al., 2008), habian demostrado que
el blogueo de las uniones por N-cadherina provoca graves alteraciones de la integridad

estructural del cértex o del hipocampo.
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Figura 20. El déficit embrionario de N-cadherina genera hiperproliferacién en la SEZ de ratones
GFAP(Cre);Cdh22. (a) Inmunohistoquimica frente a GFAP (verde) y Ki67 (rojo), un marcador de ciclo
celular, en cortes de ratones GFAP(Cre);Cdh22 y hermanos de camada Cdh21¢d como control. EI DAPI marca
el nicleo de todas las células. La linea blanca punteada indica el limite con el lumen del ventriculo y la punta
de flecha blanca indica una célula doble positiva para GFAP y Ki67. (b) Cuantificacion del porcentaje de
células GFAP+ o GFAP+Ki67+ presentes en la SEZ de ratones GFAP(Cre);Cdh2A y sus controles Cdh2 floxed,
Las barras de datos corresponden a la media + s.e.m Cada punto representado en las barras del histograma
corresponde a una réplica bioldgica independiente de raton (n=3). (c) Reconstruccion de la SEZ a partir de
imagenes de confocal correspondientes a la tincion in toto frente al marcador de neuroblastos DCX en ratones
GFAP(Cre);Cdh2A y Cdh2f®ed, | a linea blanca punteada indica el limite de la SEZ. Imagen mostrada en
blanco y negro. (d) Inmunohistoquimica frente a GFAP (verde) y S100B (rojo) en cortes de ratones
GFAP(Cre);Cdh2* y Cdh2®¢ como control. EI DAPI marca el ndcleo de todas las células presentes en los
cortes coronales. La linea blanca punteada indica el limite con el lumen del ventriculo. (e) Iméagenes de la
superficie de la SEZ realizadas mediante microscopia electrénica de barrido. (f) Reconstrucciones de dos cortes
coronales de ratones Cdh2fo*¢d y (g) GFAP(Cre);Cdh2* tefiidos con Nissl, al nivel de Bregma 0,62 (izquierda)
y -2,18 (derecha). (h) Imagenes del hemisferio de un raton GFAP(Cre);Cdh22 y Cdh2®€d, |as lineas punteadas
negras delimitan los OB de ambos hemisferios. Barras de escala: en a, d y e, 10 um; en ¢, 200 pm; en fy g,
500 umy en h, 2.500 pm.
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Nuestros estudios histolégicos, llevados a cabo mediante la tincion con violeta de
cresilo en cortes coronales de ratones GFAP(Cre);Cdh22 y Cdh2°¢ ponian de manifiesto
que la delecion de la N-cadherina en las células de la glia radial no solo provoca una
desorganizacion estructural de la SEZ, sino que causa grandes defectos morfoldgicos en la
corteza, el cuerpo calloso o el hipocampo, ademas de una hidrocefalia considerable. Las
Gltimas capas celulares de la corteza estan desorganizadas, y se disponen formando una gran
masa celular que contacta con los ventriculos, dado que el cuerpo calloso es inexistente en
estos ratones. Ademas, el hipocampo es méas pequefio, siendo préacticamente inexistente en
las regiones rostrales, y las neuronas piramidales se disponen andmalamente (Figura 20 f,
g). Las alteraciones graves que presenta este modelo genético lo hacian poco util para el
estudio fino de las uniones por N-cadherina en la SEZ, y nos hizo plantearnos la busqueda
de otro modelo en el que no se produjesen defectos durante el desarrollo por activacion

temprana de la recombinasa Cre.

Otra manera de estudiar la implicacion de la N-cadherina en la regulacion de la
proliferacion de las células B-GFAP+ y en la arquitectura del nicho neurogénico, dejando a
un lado los efectos derivados del desarrollo embrionario, es mediante la infeccion con
particulas lentivirales de las células residentes en la SEZ. Para ello, se clond la construccion
DN-CDH, que codifica una version truncada de la E-cadherina humana cuya sobre-
expresion interfiere con la expresion de la E- y la N-cadherina desestabilizando las uniones
adherentes (Noles y Chenn, 2007), en el vector lentiviral pPRRLSIN.cPPT.PGK-GFP.WPRE
(nombrado en este trabajo como Lent-GFP; Addgene #12252) (Nieman et al., 1999;
Consiglio et al., 2004). El vector lentiviral generado, nombrado en este trabajo como Lent-
GFP-DN-CDH, fue inyectado en paralelo al vector lentiviral control Lent-GFP en el estriado
adyacente a la SEZ de ratones C57BL/6J de 6 semanas en colaboracién con la Dra. Antonella
Consiglio (Institut de Biomedicina de la Universitat de Barcelona —IBUB-). Los ratones
infectados fueron sacrificados 60 dias despueés para evitar efectos derivados del dafio post-
operatorio o de la gliosis generada en la zona. El anélisis de la interferencia de las uniones
adherentes provocada por las particulas lentivirales, puso de manifiesto la disminucion de
uniones por N-cadherina en células subependimarias infectadas con el vector Lent-GFP-DN-
CDH (Figura 21 a-b). Mediante la inmunodeteccion de la proteina GFAP y del marcador
de ciclo Ki67, pudimos detectar un aumento en la poblacion de células GFAP+ y que dicha
poblacion es méas activa proliferativamente en los ratones infectados con el Lent-GFP-DN-
CDH (Figura 21 c). Por tanto, al igual que habiamos visto con los ratones condicionales, las
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uniones mediadas por N-cadherina parecen estar implicadas en la regulacion de la

proliferacion de células B-GFAP+ residentes en la SEZ.
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Figura 21. La interferencia de las uniones mediadas por cadherina promueve la activacién de las células
GFAP+ residentes en la SEZ. (a) Inmunohistoquimica frente a NCad y GFP, en un corte coronal de ratones
infectados intraestriatalmente con la construccion Lent-GFP o (b) Lent-GFP-DN-NCad. Las puntas de flecha
huecas indican células Lent-GFP+ que expresan NCad en su membrana. EI DAPI marca el nucleo celular de
todas las células presentes en los cortes. Las puntas de flecha blancas indican la pérdida de expresién de NCad
por parte de las células infectadas con el Lent-GFP-DN-NCad. Las barras de escala indican 10 umy la linea
blanca punteada el limite de la SEZ con el ventriculo. (c) Cuantificacion de las células GFAP+y GFAP+Ki67+
presentes en la SEZ de cortes coronales de ratones infectados con el Lent-GFP y el Lent-GFP-DN-CDH. Las
barras de datos corresponden a la media + s.e.m. y cada punto representa muestras bioldgicas independientes
(ratones) para cada genotipo.

Datos previamente publicados (Consiglio et al., 2004), que hemos reproducido en
nuestro laboratorio (Porlan et al., 2016), indicaban que la introduccion estereotaxica de un
titulo controlado de particulas lentivirales no desestabiliza las uniones entre las células del

epéndimo y conduce sélo a la transduccion de las células ependimarias. En este caso, la

cirugia no provoca gliosis en la region, por lo que los ratones infectados se sacrificaron 15

dias después (Figura 22).
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Figura 22. Deteccién inmunofluorescente del reportero del virus Lent-GFP en tejido de ratones
infectados. (a) Simplificacion de los componentes celulares de la SEZ. Las células B-GFAP+ tienen una
morfologia polarizada y se intercalan entre las células ependimarias que tapizan la superficie del ventriculo.
(b) Esquema de un corte coronal de un hemisferio de raton infectado, indicando la zona de la inyeccién y la
posicion de la aguja Hamilton en la proximidad del nicho. (c) Fotografia de un corte coronal de raton infectado
en el estriado préximo al nicho, que muestra la marca del reportero (GFP) 60 dias tras la infeccion. (d)
Ampliacién de la inmunofluorescencia frente a GFP en ratones infectados en el estriado en secciones coronales
de tejido. Con esta técnica se infectan muchas células presentes en el nicho. Las células ependimarias se sitlan
en el limite con el ventriculo y pueden reconocerse por su morfologia ctbica. (e) Inmunofluorescencia frente
a GFP y un marcador de neuroblastos, PSA-NCAM. Dos semanas tras la infeccion, se encuentran células
doblemente positivas, indicando la capacidad neurogénica de las células infectadas. Las puntas de flecha
blancas indican los neuroblastos. Se muestran aumentos del recuadro de la imagen para visualizar mejor el
doble marcaje. (f) Esquema de un corte coronal de un hemisferio de raton infectado, indicando la zona de la
inyeccion y la posicion de la aguja Hamilton en el ventriculo. (g) Cortes coronales de animales infectados con
Lent-GFP intraventricularmente y sacrificados 15 dias después. Inmunofluorescencia frente a GFP. (h)
Magnificacién de una inmunofluorescencia frente a GFP en tejido coronal de la SEZ de ratones infectados
intraventricularmente. Con la infeccion intraventricular so6lo se marcan las células ependimarias. (i-j)
Inmunofluorescencia para la deteccion del reportero GFP y para el marcador de células ependimarias S100B.
Esta técnica permite infectar un gran nimero de células ependimarias, tanto a nivel dorsal (i) como ventral (j)
en la SEZ. Las puntas de flecha indican astrocitos del parénquima estriatal, que también se marcan con S100p.
(k) Seccién coronal del OB de ratones infectados en el estriado proximo al nicho y sacrificados 60 dias después.
Inmunodeteccion frente a DAPI (izquierda) y GFP (derecha) en la regién indicada en el recuadro. Se detectan
un gran namero de neuroblastos. (I) Seccién coronal del OB de ratones infectados en el ventriculo lateral y
sacrificados 45 dias después. Inmunodeteccidn frente a DAPI (izquierda) y GFP (derecha) en la regién indicada
en el recuadro. No se detectan neuroblastos marcados. EI DAPI se usé para marcar el nicleo de todas las células
presentes en los cortes. En ¢ y g: Las lineas blancas punteadas indican los limites del cuerpo calloso. En d, h,
i yj: Las lineas blancas punteadas indican el limite del nicho con el ventriculo y el estriado. cx, cértex cerebral;
Iv, ventriculo lateral; str, estriado; GL, capa glomerular; GCL, capa granular; MCL, capa células mitrales.
Barras de escala: ¢, g = 500 um; d, e, h-j = 10 pm; k-1 =250 pm; 100 pm.

72



Resultados

La puesta a punto de este modelo usando las particulas lentivirales obtenidas con el
vector para la expresion de la construccion dominante-negativa para N-cadherina nos
permitié estudiar la implicacion de estas uniones celulares en la proliferacion de las células
madre B-GFAP+, sin modificar los niveles de N-cadherina en las propias células B-GFAP+,
ni en ningan otro tipo celular aparte de las células ependimarias. El analisis de la poblacion
de células B-GFAP+ revel6 que, a pesar de no sobre-expresar la construccion Lent-GFP-
DN-CDH, se interrumpen las uniones de N-cadherina y se incrementa el numero y la

proliferacion de células B-GFAP+ en el nicho (Figura 23 a-d).
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Figura 23. La interferencia de las uniones N-cadherina promueve la activacion de las células madre B-
GFAP+ residentes en la SEZ. (a) Reconstruccion del ventriculo infectado a partir de imagenes de confocal,
correspondientes a la inmunochistoquimica frente a la GFP, pseudocoloreada en naranja. Los nlcleos celulares
se marcaron con DAPI. La linea blanca punteada indica los limites del cuerpo calloso. La escala superpuesta
en la imagen indica 100 um. cc: cuerpo calloso; sez: SEZ; v: ventriculo; str: estriado. (b) Inmunohistoquimica
frente a GFAP (verde), Ki67 (rojo) y GFP (pseudocoloreado en naranja) en cortes coronales de ratones
infectados con Lent-GFP. EI DAPI marca el ndcleo de todas las células presentes en los cortes. La linea blanca
punteada indica el limite con el lumen del ventriculo y las puntas de flecha blancas indican células GFAP-
Ki67+ de la SEZ que no han sido infectadas con el Lent-GFP liberado en el ventriculo. La barra de la escala
corresponde a 10 um. (c) Tincién in toto frente a EC-NCad (rojo) y GFP (verde) en tejido de SEZ de ratones
infectados con la construccion Lent-GFP y Lent-GFP-DN-NCad. Los asteriscos indican células infectadas
GFP+ y las puntas de flecha las uniones de EC-NCad que mantienen. La barra de la escala corresponde a 10
pm. (d) Cuantificacién de las células GFAP+ y GFAP-Ki67+ presentes en la SEZ de cortes coronales de
ratones infectados con el Lent-GFP y el Lent-GFP-DN-CDH. Las barras de datos corresponden a la media +
s.e.my cada punto corresponde a cada ratén analizado.
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1.3. La neurogénesis y oligodendrogénesis adulta dependen de la integridad de las

uniones mediadas por N-cadherina en el nicho neurogénico

Para determinar si el incremento de células B-GFAP+ proliferativamente activas
conlleva un incremento en la progenie generada a partir de estas células, los ratones
infectados recibieron 7 inyecciones de BrdU, una inyeccion cada 2 horas durante un periodo
total de 12 horas, 10 dias después de la operacién e infeccion ventricular. Los ratones fueron
sacrificados tras otros 21 dias, tiempo suficiente para favorecer la retencion de la BrdU en
las células B-GFAP+ (LRC-BrdU) por su ciclo celular lento, y permitiendo que otros tipos
celulares, con un ciclo celular mas corto, diluyan la marca (Figura 24 a). Como se puede
ver en la Figura 24 b, la infeccion intraventricular con el vector Lent-GFP-DN-CDH
incremento6 el nimero de células LRC-BrdU+ presentes en la SEZ y, consiguientemente,
promovid la neurogénesis y oligodendrogénesis, viéndose incrementado el numero de
células BrdU en el cuerpo calloso y en el OB.
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Figura 24. La activacion de las células B-GFAP+, provocada por la pérdida de uniones adherentes por
N-cadherina, promueve la generacion de precursores neuronales y oligodendrogliales. (a) Esquema del
disefio experimental llevado a cabo en las infecciones intraventriculares para el estudio de la descendencia
generada por las células B-GFAP+. (b) Cuantificacidn del nimero de células BrdU+ encontradas por cada mm?
de SEZ, cuerpo calloso (CC) o capa glomerular del OB (OB) rastreada. Las barras de datos corresponden a la
media + s.e.m; cada punto representa el valor para cada ratén analizado.

1.4. Las uniones mediadas por N-cadherina son esenciales para el mantenimiento

de la citoarquitectura del nicho neurogénico

Mediante el analisis inmunohistoquimico de cortes coronales o de la SEZ in toto de
ratones infectados intraventricularmente con los lentivirus Lent-GFP o Lent-GFP-DN-CDH,
observamos que la citoarquitectura del nicho esta alterada, cuando se pierden las uniones
adherentes en la superficie del ventriculo. La estructura en forma de roseta no se mantiene

en estas condiciones (Figura 25 a, b), y las células ependimarias, al igual que sucede en el
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caso de los ratones GFAP(Cre);Cdh2, se han desprendido o estan entremezcladas con el

resto de células y no forman una capa organizada (Figura 25 c).
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Figura 25. La organizacion en forma de rosetas se ve alterada tras la pérdida de las uniones por N-
cadherina. (a) Imagen confocal de las rosetas presentes en la superficie del ventriculo de ratones infectados
con el vector Lent-GFP y Lent-GFP-DN-CDH, identificados mediante tincion in toto frente a GFAP (cian),
GFP (verde), B-catenina y y-tubulina (rojo). La barra de escala superpuesta en la imagen indica 5 um. (b)
Imagen de la estructura de una unica roseta, identificado mediante GFAP (cian), GFP (verde), B-catenina y y-
tubulina (rojo), presente en la superficie del ventriculo de ratones infectados con el vector Lent-GFP y Lent-
GFP-DN-CDH. La linea blanca punteada bordea el contorno de una roseta, indicandose con una flecha la
posicion de la célula B-GFAP+. La barra de la escala corresponde a 5 um. (c) Cortes coronales de ratones
infectados intraventricularmente con Lent-GFP y Lent-GFP-DN-CDH, donde se observa la pérdida de la
citoarquitectura del nicho y el desprendimiento de las células ependimarias infectadas. (d) Deteccidn
fluorescente frente a S100B y BrdU en cortes coronales de ratones infectados intraventricularmente con las
construcciones Lent-GFP y Lent-GFP-DN-CDH. Las puntas de flecha blancas indican células ependimarias
S100B+ que se han generado de novo en la SEZ. Las puntas de flecha huecas indican células BrdU+ que no
son células ependimarias. EI DAPI de las imagenes marca el nicleo de todas las células presentes en el corte
coronal y la linea blanca punteada indica el limite de la SEZ con el lumen del ventriculo. La barra de la escala
corresponde a 10 um.

Curiosamente, en los ratones infectados intraventricularmente con la construccion
Lent-GFP-DN-CDH, observamos la formacion de nuevas células ependimarias S1008+ en
la SEZ (Figura 25 d). Las células ependimarias Unicamente son capaces de proliferar tras
un dafio o lesion (Carlen et al., 2009), por lo que estos datos sugieren que la ruptura de la
citoarquitectura del nicho inicia mecanismos de reparacion por parte de las células

ependimarias.

2. La protedlisis regulada de N-cadherina modula la activacién de las células B-

GFAP+: papel de la metaloproteasa MT5

Los datos obtenidos hasta el momento indicaban que, la correcta posicion y
localizaciéon de las células B-GFAP+, asi como la integridad del nicho neurogénico,
dependen de uniones adherentes mediadas por N-cadherina. Ademas, estas uniones modulan

la activacion y proliferacion de estas células, y tienen una implicacion en produccion de su
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progenie. En condiciones fisioldgicas, las proteasas intervienen en la modulacion local de
las uniones por N-cadherina de la membrana celular, mediante la hidrolisis regulada de los
ectodominios. Proteasas como ADAM10 y MT5-MMP (nombrada en este trabajo como
MT5) se expresan abundantemente en el cerebro adulto (Jaworski, 2000; Karkkainen et al.,
2000; Guo et al., 2016), donde se les ha atribuido funciones bioldgicas relevantes en
morfogénesis (Luo, 2005; Jorissen et al., 2010), plasticidad sinaptica (Monea et al., 2006;
Warren et al., 2012), proliferacion (Bulstrode et al., 2012) y migracion (Siney et al., 2016).
Ademas, se ha descrito la implicacion de ambas en el procesamiento del dominio extracelular
de la proteina transmembrana APP (Amyloid precursor protein) (Postina et al., 2004; Ahmad
et al., 2006; Jorissen et al., 2010; Willem et al., 2015), relevante en la liberacion del péptido
soluble B-amiloide y en el desarrollo de la enfermedad de Alzheimer, y del fragmento
extracelular de la N-cadherina (Monea et al., 2006; Uemura et al., 2006; Folgueras et al.,
2009; Lo Sardo et al., 2012; Warren et al., 2012). Por ello, ambas proteasas se convierten en
buenas candidatas para participar en la modulacion dinamica de las uniones por N-cadherina

y tener un papel en la regulacién de la proliferacion de células de la SEZ.

Estudios previos, demostraban que la actividad enziméatica de MT5 es capaz de
regular los niveles de N-cadherina presentes en la membrana plasmatica de neuronas
periféricas y mastocitos, generando fragmentos intracelulares como consecuencia de su
protedlisis. Dicha regulacién conllevaba implicaciones bioldgicas tanto en la reorganizacion
sinaptica de las neuronas como en las interacciones celulares establecidas entre mastocitos
y fibras sensoriales. Debido a que nuestros resultados previos ponian de manifiesto la
relacion entre la modulacion de las uniones de N-cadherina que establecen las células B-
GFAP+ con su entorno y el estado proliferativo de las mismas, nos planteamos estudiar el

rol que podia estar ejerciendo MT5 en este proceso.

2.1. La metaloproteasa MT5 regula la activacion de células B-GFAP+ y la

neurogénesis adulta

Preparaciones in toto de la SEZ y tinciones frente a $-catenina, GFAP, N-cadherina
y MT5, nos revelaron que MT5 y N-cadherina colocalizan abundantemente en la membrana
de las células ependimarias y células B-GFAP+ (Figura 26). Por lo tanto, MT5 podria ser
una metaloproteasa candidata a modular las interacciones adherentes tipo N-cadherina que

establecen las células madre con el nicho subventricular adulto.
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Figura 26. MT5 colocaliza con N-cadherina en las uniones adherentes situadas entre las células
ependimarias y las células madre adultas B-GFAP+. (a) Imagen confocal de la superficie del ventriculo,
marcada con anticuerpos especificos frente a 3-catenina, GFAP y MT5. Las lineas blancas punteadas indican
cuatro rosetas adyacentes. En los puntos de interaccién entre las células B-GFAP+ y los ependimocitos, se
expresa MT5 de forma abundante (puntas de flecha blancas). La barra de escala superpuesta en la imagen
corresponde a 10 um. (b) Tincién in toto del ventriculo, para la deteccion de las células B-GFAP+, las uniones
adherentes tipo N-cadherina (NCad) y la metaloproteasa MT5. Las células madre B-GFAP+ presentes en las
rosetas del ventriculo (linea blanca punteada), establecen uniones de N-cadherina con las células ependimarias,
donde MT5 se expresa de forma abundante (punta de flecha blanca). La barra de escala de la imagen indica 5

pm.

Con el objetivo de estudiar la implicacién de MT5 en la regulacion de las uniones
adherentes del nicho, se infectaron las células residentes de la SEZ con particulas lentivirales
para sobre-expresar MT5. Para ello, se clon6 la secuencia de expresion de MT5 en el
plasmido pcDNAS3, con anterioridad a la secuencia de la proteina Flag. La secuencia
codificante para MT5-Flag fue subclonada en el vector lentiviral Lent-GFP usado
anteriormente, generando un vector lentiviral de sobreexpresion de MT5 (Lent-GFP-MT5).
Ratones C57BL/6J infectados con el Lent-GFP o el Lent-GFP-MT5 se sacrificaron 2 meses
después de la operacion para evitar efectos derivados del dafio post-operatorio o de la gliosis
generada en la zona. El andlisis inmunohistoquimico de la SEZ infectada, revel6 un
incremento en la expresion de la metaloproteasa en el nicho y los niveles de N-cadherina
extracelular disminuyeron en las células GFAP+ infectadas (Figura 27 a, b). Los analisis
inmunohistoquimicos revelaron que, la sobreexpresion de MT5 en la SEZ, aumenta el
porcentaje de células B-GFAP+ del nicho y su activacion (Figura 27 c). Por lo tanto, estos
datos indican que la actividad proteolitica de MT5 es capaz de regular las uniones N-
cadherina del nicho, promoviendo la activacion del ciclo celular de las células madre B-
GFAP+,
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Figura 27. MT5 es capaz de escindir las uniones de N-cadherina que anclan las células B-GFAP+ al
nicho. (a) Inmunohistoquimica frente a MT5 y GFP, en cortes coronales de ratones infectados
intraestriatalmente con los vectores Lent-GFP o Lent-GFP-MT5. (b) Cortes coronales de ratones infectados en
el estriado con el vector Lent-GFP o Lent-GFP-MT5. Inmunohistoquimica frente a EC-NCad, GFAP y GFP
(pseudocoloreado). EI DAPI marca el nicleo de todas las células. La linea blanca punteada marca el limite de
la SEZ con el ventriculo. Las puntas de flecha blancas indican la presencia del fragmento extracelular de la N-
cadherina y las puntas de flecha huecas muestran su falta en células madre GFAP+ infectadas. (c)
Cuantificacion del porcentaje de células madre GFAP+ y GFAP+Ki67+ presentes en la SEZ de ratones
infectados intraestriatalmente con los vectores Lent-GFP o Lent-GFP-MT5. Las barras de datos corresponden
a la media £ s.e.m y cada punto corresponde a cada raton. (d) Deteccion de GFP y EC-NCad, (e) o S100p en
la superficie del ventriculo de ratones infectados intraventricularmente. Las puntas de flecha indican células
infectadas con MT5, las cuales han perdido la expresion de EC-NCad. Las puntas de flecha vacias indican la
expresion de N-cadherina en la membrana de células que no han sido infectadas. La superficie del ventriculo
esta alterada y las células ependimarias estan entremezcladas. (f-i) Tincién in toto de la superficie del ventriculo
de ratones infectados intraventricularmente con Lent-GFP o Lent-GFP-MT5. Las imagenes f y h son vistas
generales de la superficie del ventriculo, mientras que las imé&genes g e i, son imagenes ampliadas de una roseta.
Las lineas punteadas blancas indican el contorno de la roseta y las flechas blancas indican la posicion de la
célula B-GFAP+ en el centro de la estructura. Barras de escala: en a-b, d-e, fy h; 10 um; engei; 5 um.
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El analisis inmunohistoquimico de la superficie ventricular frente a S100p3, GFAP,
B-catenina, y-tubulina y GFP, reveld que la citoarquitectura del nicho se ve alterada tras la
infeccion con el Lent-GFP-MTS5, probablemente debido a que las uniones de N-cadherina se
ven mermadas (Figura 27 d-i).

Para determinar si el incremento de la proporcion de células B-GFAP+ conllevaba
un incremento de la descendencia que alcanza el OB, los ratones infectados fueron
inyectados con CldU 10 dias después de la operacion e infeccion ventricular y, tras 21 dias,
fueron sacrificados (Figura 28 a). Cabe comentar que, al igual que sucede con los ratones
infectados con el Lent-GFP-DN-CDH, observamos alteraciones en la citoarquitectura de la
SEZ de ratones infectados con el Lent-GFP-MTS5, y un incremento en la proliferacion de
celulas ependimarias infectadas CldU+/S100p+/GFP+, probablemente debido a un intento

por regenerar el nicho lesionado (Figura 28 b).
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Figura 28. La sobreexpresion de MT5 promueve la neurogénesis adulta. (a) Esquema del disefio
experimental llevado a cabo en las infecciones intraventriculares para el estudio de la descendencia generada
por las células B-GFAP+. (b) Deteccion fluorescente frente a SI00B y CldU+ en cortes coronales de ratones
infectados intraventricularmente con las construcciones Lent-GFP y Lent-GFP-MT5. Las puntas de flecha
blancas indican células ependimarias S100B+ que se han generado de novo en la SEZ. Las puntas de flecha
huecas indican células CldU+ que no son células ependimarias. EI DAPI de las imagenes marca el nicleo de
todas las células presentes y la linea blanca punteada indica el limite de la SEZ con el lumen del ventriculo. La
barra de la escala corresponde a 10 um. (¢) Cuantificacién del nimero de células CldU+ encontradas por cada
mm? de capa glomerular del OB, en ratones infectados intraventricularmente con Lent-GFP o Lent-GFP-MTS5.
Las barras de datos corresponden a la media £ s.e.m. y cada punto corresponde a cada ratén analizado.

El recuento de células CldU+ en la capa glomerular del OB, indica que la
sobreexpresion de MT5 promueve la neurogenésis adulta, respecto al control (Figura 28 c).
Por lo tanto, los datos obtenidos parecen indicar que la metaloproteasa MT5 participa en la
regulacion dinamica de los niveles de N-cadherina, provoca la activacion de las células

madre presentes en el nicho y promueve el input neurogénico que llega al OB.
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2.2. La actividad de MT5 regula la adhesidn celular mediada por N-cadherina

A continuacion se analiz6 el procesamiento de la N-cadherina en ratones modificados
genéticamente con una mutacion en el gen Mmp24, que les impide producir una
metaloproteasa MT5 activa (Mmp24 KO; Folgueras et al., 2009). En los ratones Mmp24 KO,
no se observaron cambios en los niveles de ARN mensajero de Cdh2 (Figura 29). Sin
embargo, el analisis inmunohistoquimico con el anticuerpo EC-NCad revelaba una marca de
EC-NCad mucho mas intensa en la SEZ de ratones Mmp24-KO que en la de ratones Mmp24-
WT. Ademas, en las prolongaciones de las células B-GFAP+ era més evidente el aumento
de la intensidad de la marca (Figura 30 a). Estudios bioquimicos permitieron corroborar las
observaciones realizadas con el analisis inmunohistoquimico, al detectarse un incremento de
los niveles de la N-cadherina total (FL-NCad) mediante inmunoblot con anticuerpos NCad
y EC-NCad en homogenados de SEZ y de neuroesferas de ratones Mmp24 WT y Mmp24 KO
(Figura 30 b-c). Las uniones adherentes estan conectadas con el citoesqueleto de actina a
través de la a-catenina, B-catenina y plakoglobulinas (Heuberger y Birchmeier, 2010). La -
catenina citosolica puede participar en la via de sefializacion de Wnt (Heuberger y
Birchmeier, 2010); sin embargo, los niveles de 3-catenina en la membrana aumentan en las
neuroesferas Mmp24 KO, por lo que parece indicar que la falta de actividad de MT5 aumenta
los niveles de N-cadherina en la membrana, y asi, retiene también a la B-catenina (Reiss et
al., 2005) (Figura 30 d).
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Figura 29. MT5 no altera los niveles de ARNm del gen Cdh2. I1zquierda: Imagen representativa de las bandas
de ARNm del gen Cdh2 y L32, de una PCR semicuantitativa con ARN extraido de neuroesferas de Mmp24
WT y Mmp24 KO cultivadas 3 dias. Derecha: Cuantificacién de las bandas mostradas en la imagen anterior.
Las barras de datos corresponden a la media + s.e.m y cada punto corresponde a cada muestra biologica
independiente analizada.
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Figura 30. La proteina N-cadherina es un sustrato de MT5 en las células de la SEZ. (a) Imagenes de
confocal de una inmunohistoquimica frente a EC-NCad y GFAP en cortes coronales de ratones Mmp24 WT y
Mmp24 KO. El DAPI marca el nicleo de todas las células presentes en la SEZ del corte coronal muestreado.
La linea blanca punteada indica el limite de la SEZ con el ventriculo. Las puntas de flecha indican células
GFAP+ que se marcan con anticuerpos EC-NCad. La barra de escala indica 10 um. (b) Izquierda: Inmunoblot
representativo de la N-cadherina con anticuerpos EC-NCad y NCad, en muestras de SEZ de ratones Mmp24
WT y Mmp24 KO. El control de carga usado es la tincion de las proteinas unidas a la membrana mediante la
tincion de Ponceau S. Derecha: Cuantificacion por densitometria de los niveles de N-cadherina (FL-NCad), en
relacion a la cantidad de carga de proteina total (Ponceau S), detectados mediante los anticuerpos EC-NCad y
NCad. (c) Izquierda: Inmunoblot representativo de la sefial de la N-cadherina (FL-NCad), detectada mediante
el anticuerpo NCad, en muestras de neuroesferas de ratones Mmp24 WT y Mmp24 KO cultivadas durante 3
dias. El control de carga usado es la tincién de las proteinas unidas a la membrana mediante la tincion de
Ponceau S. Derecha: Cuantificacion densitométrica de los niveles de N-cadherina (FL-NCad), en relacion a la
cantidad de carga de proteina total (Ponceau S), detectada mediante el anticuerpo NCad. (d) Arriba:
Cuantificacion por densitometria de las bandas de P-catenina obtenidas en el inmunoblot de extractos de
proteina total obtenidos a partir de neuroesferas Mmp24 WT y Mmp24 KO cultivadas 3DIV. Los niveles de B-
catenina se han normalizado a los de la B-actina. Abajo: Imagen representativa de las bandas del inmunoblot
cuantificadas. (e) Inmunoblot representativo de los fragmentos de N-cadherina generados en neuroesferas
Mmp24 WT y Mmp24 KO cultivadas durante 3 dias. Deteccién mediante el anticuerpo NCad y usando tiempos
de exposicion distintos. (f) Cuantificacion por densitometria de los niveles de los fragmentos CTF1, CTFintl
y CTFint2 de N-cadherina, en relacion a los niveles de FL-NCad de la muestra Mmp24 WT. (g) Arriba:
Inmunoblot de células Mmp24 KO cultivadas durante 3 dias e infectadas con las construcciones Lent-GFP o
Lent-GFP-MT5. Abajo: Inmunoblot de las mismas muestras frente a FLAG, para demostrar la sobreexpresién
de MT5 e infeccion de las neuroesferas. (h) Cuantificacién densitométrica de los niveles de los fragmentos
CTF1, CTFintl y CTFint2, en relacion a sus niveles de FL-NCad, en muestras de neuroesferas Mmp24 KO
infectadas con Lent-GFP o Lent-GFP-MTH5. Las barras de datos corresponden a la media + s.e.m y cada punto
corresponde a cada ratén analizado.
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El procesamiento proteolitico del dominio extracelular de la N-cadherina libera un
fragmento extracelular soluble de unos 90 KDa y un fragmento transmembrana de 45 KDa
(CTF1), el cual sera procesado posteriormente por la y-secretasa, liberando un fragmento
citosolico de 35 KDa (CTF2) (Monea et al., 2006; Folgueras et al., 2009). Lisados proteicos,
generados a partir de neuroesferas de ratones Mmp24 WT y Mmp24 KO cultivadas in vitro,
indicaron niveles reducidos del fragmento CTFL1 y de otros dos fragmentos de mayor peso
molecular (que en este trabajo se han llamado CTFintl y CTFint2) en los extractos proteicos
de tejido Mmp24 KO (Figura 30 e, ). Para comprobar la especificidad del corte por MT5 y
la aparicion de los fragmentos, se infectaron neuroesferas Mmp24 KO con el virus Lent-
GFP-MTS5 o su control Lent-GFP. En las neuroesferas infectadas con la construccién Lent-
GFP-MT5 se promueve el procesamiento proteolitico de la N-cadherina, aumentando
significativamente los fragmentos intracelulares identificados como CTF1l y CTFint1+2
(Figura 30 g, h).

Neuroesferas
Mmp24 KO

XA Figura 31. Los niveles de MT5 no afectan al corte proteolitico de Notch. (a)
Safoaa Lent Imagen representativa de un inmunoblot frente a los fragmentos intracelulares de N-
cadherina y Notch y frente a la B-actina, en muestras de proteina total procedente de

g - : <E|:I'Fint1 neuroesferas Mmp24 KO cultivadas 3 dias e infectadas con los lentivirus Lent-GFP
% | 1CTFintz y Lent-GFP-MT5. Las células Mmp24 KO infectadas con el Lent-GFP-MT5

recuperan los niveles basales de la FL-NCad y de los fragmentos, sin afectar al corte
proteolitico de Notch. Las cuantificaciones se han representado como la media +
w— = | qNICD S.e.m. Yy los puntos de las gréficas corresponden a cada muestra bioldgica analizada.

[— < 3actina

Se ha descrito que proteasas como ADAM10 actlian sobre otros sustratos distintos
de la N-cadherina, como es el caso de Notch (Muraguchi et al., 2007; Zhuang et al., 2015).
Debido a que se ha demostrado la implicacion de Notch en la autorrenovacion y el
mantenimiento del estado indiferenciado de las células B-GFAP+ de la SEZ adulta (Andreu-
Agullo et al., 2009; Aguirre et al., 2010), y que nosotros habiamos observado un aumento
significativo de la proliferacion de la células B-GFAP+ tras la modulacién de la expresion
de MT5 en el nicho, decidimos comprobar si Notch podia ser otro potencial sustrato de la
actividad de MT5. Los datos moleculares obtenidos a partir de neuroesferas de ratones
Mmp24 WT y Mmp24 KO cultivadas durante 3 dias, demostraron que Notch no es un sustrato
de MT5 y por ello, los niveles de los fragmentos intracelulares (NICD), generados

Unicamente como consecuencia de la protedlisis de Notch, no cambian (Figura 31).
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Una vez establecido que MTH5 es capaz de regular la prote6lisis de N-cadherina en la
SEZ, quisimos investigar si esta regulacion proteolitica tiene consecuencias funcionales en
la adhesion. Para esto, neuroesferas procedentes de la SEZ de ratones Mmp24 WT y Mmp24
KO fueron disgregadas y sembradas sobre una monocapa de celulas NCad-L929. Tras una
hora de adhesion, se encontré un mayor numero de células adheridas positivas para nestina
procedentes de Mmp24 KO que de individuos control (Figura 32 a). Modificando los niveles
de expresion de MT5 se consiguid restablecer los niveles basales de adhesion hasta los
valores encontrados en células Mmp24 WT (Figura 32 b). Por lo tanto, los datos moleculares
obtenidos mediante la técnica de Western blot y mediante el ensayo de adhesion celular,
indicaban que MT5 esta implicada en la regulacion de las uniones por N-cadherina presentes

en el nicho neurogeénico.
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Figura 32. La actividad de MT5 regula la adhesion celular mediada por N-cadherina. (a)
Inmunocitoquimica frente a nestina (naranja), en ensayos de adhesion de células Mmp24 WT y Mmp24 KO
sobre una monocapa de células NCad-L929. El DAPI marca el nlcleo de todas las células presentes en la
preparacion. La escala de la imagen indica 10 pm. (b) Cuantificacion del nimero de células Mmp24 WT o
Mmp24 KO nestina-positivas e infectadas con la construccion Lent-GFP o Lent-GFP-MT5, adheridas a la
monocapa de células NCad-L929 en relacion al niamero de campos rastreados de la preparacion. En la gréafica
se muestran los resultados en comparacion a los valores obtenidos con las células Mmp24 KO. Las barras de
datos corresponden a la media = s.e.m y cada punto corresponde a cada rat6n analizado.

2.3. La generacion y mantenimiento de las células B-GFAP+ es independiente de
la actividad de MT5

Es interesante resaltar que el déficit de MT5 no provoca alteraciones significativas
en el tamafio o la citoarquitectura del nicho, manteniéndose la distribucion de las rosetas
aparentemente inalterada (Figura 33 a) y conservandose el mismo namero de células B-
GFAP+ que en los ratones Mmp24 WT (7.94 = 1.01% en los ratones Mmp24 KO y 8.17 +
0.85% en los Mmp24 WT, respecto al nimero total de células; n=10 y n=13, respectivamente;
la SEZ de los dos genotipos presenta el mismo tamaiio). El cultivo in vitro de homogenados

de SEZ de ratones Mmp24 WT y Mmp24 KO, generaba el mismo nimero de neuroesferas
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primarias, lo que indicaba que el reservorio de células B-GFAP+ en los Mmp24 KO se
mantenia y era capaz de proliferar con normalidad tras la disgregacion y extraccion del nicho
(Figura 33 b).

Considerando que las uniones N-cadherina estan implicadas en la regulacion de la
proliferacion de las células B-GFAP+, y dado que MT5 es una metaloproteasa presente en
el nicho capaz de romper las uniones de NCad, nos propusimos investigar los efectos de la

falta de actividad de MT5 en la regulacion de la quiescencia de las células B-GFAP+.
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Figura 33. El déficit de MT5 no altera la citoarquitectura del nicho neurogénico. (a) Imégenes de confocal
de la GFAP y la y-tubulina en preparaciones in toto de SEZ de ratones Mmp24 WT y Mmp24 KO. Arriba:
Vision general de la superficie ventricular de ratones Mmp24 WT y Mmp24 KO. Las flechas blancas y la linea
blanca punteada indican las rosetas presentes en la imagen. Abajo: Imagen aumentada de una roseta, indicando
con una flecha blanca el cilio corto de las células B-GFAP+ que conforman cada roseta. Las barras de escala
de las figuras de arriba corresponden a 15 um y las barras de escala de las imagenes ampliadas corresponden
a 5 um. (b) Cuantificacion del nimero de neuroesferas primarias generadas a partir de homogenados de SEZ
de ratones Mmp24 WT y Mmp24 KO. Las barras de datos corresponden a la media £ s.e.m y cada punto
corresponde a cada ratén analizado.

2.4. MT5 regula la activacion de las células B-GFAP+ en condiciones fisiologicas y

de regeneracién

Con el proposito de averiguar si la quiescencia de las células B-GFAP+ se ve afectada
por los niveles de MT5, ratones Mmp24 WT y Mmp24 KO se inyectaron con CldU, una
inyeccion cada 2 horas durante un periodo total de 12 horas hasta un total de 7 inyecciones
y fueron sacrificados tras 28 dias de la inyeccion. Una hora antes del sacrificio, los ratones
recibieron una Unica inyeccion de IdU para identificar las células en fase S (Maslov et al.,

2004) (Figura 34 a). Esta doble inyeccion de analogos de timidina, nos permite estimar el
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numero de CIdU-LRCs, el niamero de células proliferativas IdU+ y el nimero de LRCs que
han entrado en ciclo tras 28 dias CldU+/IdU+ LRC.

a i p c Mmp24 WT ©
° Mm,
Y (¥ ° Mmgy o Mmp24 WT Mmp24 KO
! _ © — - g
 EEEER T ® o
a3 = 3 -
032 —
b Y o8 o
Mmp24 8 22 5
3 =9 re =
- 28 o5
= - ~
(o)
d

o Mmp24 WT
° Mmp24 KO

0.005*  0.034

MCM2

CldU 1du

E— 6 60 =2 Combinado Combinado

= 3

° 8

83 £ % células GFAP-MCM2+

2 & 0 50 100

o (@]

@ =

20 0 € . .2 o Mmp24 WT

' ‘ Bl = Cdu+ U+ * Ki6T+ 680 & © Mmp24 KO

Cldu IdU  CldU IdU )

Figura 34. La actividad de MT5 promueve la activacion de las células B-GFAP+. (a) Esquema de la
inyeccién de analogos de timidina, CldU e 1dU, realizada en ratones Mmp24 WT y Mmp24 KO para el analisis
de la proliferacion celular de la SEZ. (b) Iméagenes de una inmunohistoquimica frente a CldU, 1dU y GFAP,
realizada en la SEZ de cortes coronales de ratones Mmp24 WT y Mmp24 KO. La linea blanca punteada indica
el limite de la SEZ con el ventriculo. La punta de flecha muestra una célula GFAP+CIldU+ pero negativa para
IdU. EI DAPI marca el nlcleo celular de todas las células presentes en la SEZ del corte coronal muestreado.
La barra de escala superpuesta en la imagen indica 10 um. (c) Cuantificacion del nimero total de células CldU+
LRC e IdU+ presentes en la SEZ de ratones Mmp24 WT y Mmp24 KO, siguiendo la férmula de Cavalieri. (d)
Cuantificacion del porcentaje de células GFAP+ capaces de retener la marca de CldU (GFAP-CldU+) y
también de las células LRC capaces de volver a entrar en ciclo (CldU+IdU+), respecto al nimero total de
células muestreadas, en ratones Mmp24 WT y Mmp24 KO. (e) Arriba: Inmunohistoquimica frente a GFAP,
Ki67 y MCM2, en cortes coronales de ratones Mmp24 WT y Mmp24 KO. La linea blanca punteada indica el
limite entre la SEZ y el ventriculo. La punta de flecha rellena de color blanco, indica una célula triple positiva,
mientras que la punta de flecha blanca vacia, muestra una célula GFAP+MCM2+ pero negativa para Ki67. El
DAPI marca el nucleo celular de todas las células presentes en la SEZ del corte coronal muestreado. La barra
de escala indica 10 um. Centro: Amplificacién de la imagen que aparece en el recuadro. Abajo: Cuantificacion
del porcentaje de células GFAP+MCM2+ que expresan Ki67. Las barras de datos corresponden a la media +
s.e.my cada punto corresponde a cada ratén analizado. **p<0,01.

Los ratones Mmp24 KO presentaron menos proliferacion en la SEZ, dado que el
namero total de células CldU+-LRC o IdU+ de la SEZ disminuye un 50% y un 20%,
respectivamente, en comparacion a los ratones Mmp24 WT (Figura 34 b, c). Ademas, la
proporcion de células CldU+-LRC que entran de nuevo en ciclo también se veia alterada,
reduciéndose un 75% en los ratones Mmp24 KO (Figura 34 d). Por lo tanto, estos datos
parecian indicar que la falta de MT5, promueve la quiescencia celular del nicho. A

continuacién, quisimos estudiar si esta quiescencia afectaba a la poblacion de células B-
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GFAP+. La proporcion de estas células respecto al numero total de células de la SEZ, no se
veia afectada en los ratones Mmp24 KO (7.94% + 1.01 en ratones Mmp24 KO, n=10,
respecto a un 8.17% + 0.85 en los Mmp24 WT, n=13); sin embargo, disminuia la proporcion
de células B-GFAP+ capaces de retener lamarca de CldU (Figura 34 d), indicando de nuevo
que podrian tener el ciclo celular mas lento o retenido. Para estudiar con mas detalle los
efectos sobre el ciclo celular de las células B-GFAP+, se realizaron analisis
inmunohistoquimicos frente a MCM2 (del inglés minichromosome maintenance), Ki67 y
GFAP. EI MCM2 esté presente durante todas las fases del ciclo celular (Maslov et al., 2004);
sin embargo, Ki67 se expresa durante la fase G1 tardia, la fase S y G2-M, pero no la G1
temprana/GO0. Los recuentos realizados indican que las células GFAP+ de los ratones Mmp24

KO tienen el ciclo celular retenido en GO-G1 temprano (Figura 34 e).

Para comprobar el efecto de los niveles de MT5 sobre el ciclo celular, se infectaron
neuroesferas de ratones Mmp24 KO con particulas lentivirales Lent-GFP o Lent-GFP-MT5.
La sobreexpresion de MT5 promovia la salida de la fase GO/G1 y la entrada en la fase S
(Figura 35). Por tanto, estos datos corroboraban que el déficit de MT5 promueve la retencion
de las células B-GFAP+ en la fase GO/G1 del ciclo celular.

% células en cada fase del ciclo celular

0 1.5 3.0 6.0 7.0 8.0 Figura 35. El déficit de MT5 promueve la

GO/ - quiescencia de_las células in vitro. (a) Porcentajes de
T T 0.041* las fases del ciclo celular en la que se encuentran
células Mmp24 KO tras la infeccion con el lentivirus
sl ® 0,034 Neuroesferas Lent-GFP o Lent-GFP-MTS5. Las barras de datos
- Mmp24-KO infectadas  corresponden a la media + s.e.m y cada punto
e Lent-GFP corresponde a cada ratén analizado.
G2/|"%° g5 ® Lent-GFP-MT5

M-—w

Con el fin de averiguar si el fenotipo de los ratones Mmp24 KO estaba relacionado
funcionalmente con el aumento observado en los niveles de la N-cadherina se llevaron a
cabo infusiones intraventriculares con mini-bombas osmoticas del anticuerpo bloqueante
EC-NCad o de una inmunoglobulina control, en ratones Mmp24 WT y Mmp24 KO (Figura
36 a). La poblacion de células GFAP+ presentes en la SEZ de ratones Mmp24 KO, tienen su
ciclo alterado, presentando una aparente retencion en GO-G1 temprana y la proporcion de
células GFAP+Ki67+ esta reducida. Sin embargo, tras la infusién intraventricular de EC-
NCad, el estado proliferativo de las células GFAP+ se activa, alcanzando los niveles de

activacion encontrados en los ratones Mmp24 WT (Figura 36 b). Estos experimentos

86



Resultados

indicaban que MT5 participa en la regulacion de la quiescencia de las células B-GFAP+, a

través de la modulacion de las uniones por N-cadherina del nicho.
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Figura 36. MT5 regula la N-cadherina in vivo. (a) Esquema representativo de la infusion de IgG o EC-NCad,
mediante mini-bombas osmoticas, en el ventriculo de ratones Mmp24 WT y Mmp24 KO. (b) Cuantificacion del
porcentaje de células GFAP+ que expresan Ki67 tras la infusién de 1IgG o EC-NCad. Las barras corresponden
a la media * s.e.my cada punto corresponde a cada raton analizado.
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Para corroborar la hipétesis de que MT5 participa en la regulacion de la activacién
de las células B-GFAP+ a través de la modulacién de las uniones por N-cadherina,
estudiamos el papel de MT5 en un modelo de regeneracién, basado en la infusion del
antimitotico AraC en la superficie cerebral de ratones Mmp24 WT y Mmp24 KO durante 6
dias. La accién del AraC durante este periodo de tiempo permite eliminar de la SEZ a todas
las células proliferativamente activas, como los TAPs Mash1+ o los neuroblastos DCX+,
permaneciendo en el nicho Unicamente los ependimocitos y las células B quiescentes. Tras
12-24 h de la retirada de la bomba y por tanto, del cese de la liberacion de la droga, la
poblacion de células B-GFAP+ remanentes se activa y hasta alcanzar la regeneracion
completa de la zona (Doetsch et al., 1999a; Doetsch et al., 1999b; Nam y Benezra, 2009;
Pastrana et al., 2009).

En primer lugar, comprobamos la eficacia del antimitético mediante un analisis
inmunohistoquimico frente a Ki67 y DCX, en cortes coronales de todos los ratones Mmp24
WT y Mmp24 KO infundidos con salino o AraC. Tras la retirada de las bombas, todos los
ratones empleados en el ensayo mostraron una caida de la poblacién Ki67+ y la poblacién
de neuroblastos DCX+ estaba completamente ausente (datos no incluidos). A continuacion,
evaluamos los niveles de N-cadherina presentes en las células madre B-GFAP+ remanentes
en el nicho. Tras la retirada de la bomba (t=0 h), las células madre B-GFAP+ mostraban una
marca de N-cadherina muy intensa y homogénea; sin embargo, esta sefial disminuye tras las

12 y 24 h de la retirada de la droga (Figura 37 a, b). Estos resultados vuelven a poner de
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manifiesto la correlacién inversa entre los niveles de N-cadherina y la activacion mitogénica
de las células B-GFAP+.

a b
6 dias AraC 6 dias AraC
tiempo tras la retirada de la bomba tiempo tras la retirada de la bomba

Salino t=0h t=12h t=24h Salino  t=0h t=12h t=24h

GFAP DAPI

GFAP DAPI

Figura 37. Expresion de N-cadherina en células B-GFAP+, a diferentes tiempos tras una infusién
intracerebral con AraC. (a) Inmunohistoquimica frente a GFAP y NCad en cortes coronales de ratones
infundidos con AraC o salino en la superficie del cerebro, y sacrificados a diferentes tiempos tras la retirada de
la droga. (b) Ampliacion de los recuadros que aparecen en (a). Las lineas blancas punteadas indican los limites
de la SEZ. Las puntas de flecha blancas indican células B-GFAP+ enriquecidas en N-cadherina justo en el
momento de la retirada de la droga (t=0 h). EI DAPI marca el nicleo celular de todas las células. Las puntas
de flecha huecas indican células B-GFAP+ que han perdido la expresién de la N-cadherina tras 12-24 h de la
retirada de la droga. La barra de escala en a es de 10 um, y en b corresponde a 5 um.

Las células proliferantes (Ki67+) residentes en la SEZ, se ven drasticamente
disminuidas con la infusion del antimitético, pasando de un 29.86 % + 3.08 a un 9.27 % +
1.02 en los Mmp24 WT y de un 22.88 % + 2.49 a un 8.82 % + 0.23 en los Mmp24 KO, en
salino y t=0 h respectivamente. EI tratamiento de AraC no afecta a las células madre que se
mantienen en un estado mas quiescente, pero las células madre proliferativamente mas
activas (GFAP-Ki67+) son eliminadas con la droga (Figura 38 a, b). Sin embargo, en los
ratones Mmp24 KO, la poblacion GFAP+Ki67+ no se veia afectada, posiblemente debido a
que su ciclo celular esta retenido en G1 y por tanto, hay menos células GFAP+ que atraviesan

la fase S durante el periodo de tratamiento con la droga.
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Figura 38. MT5 regula la activacion de las células B-GFAP+ en regeneracion. (a) Inmunohistoquimica
frente a Ki67 y GFAP en cortes coronales de ratones Mmp24 WT y Mmp24 KO, infundidos durante 6 dias con
bombas miniosmoticas cargadas con AraC o salino, y sacrificados a distintos tiempos tras la retirada de las
bombas. La barra de escala corresponde a 10 um. (b) Cuantificacion de la poblacion GFAP+Ki67+ presente
en ratones Mmp24 WT y Mmp24 KO, infundidos durante 6 dias con AraC o salino, y sacrificados tras la retirada
de las bombas (t=0 h). Datos normalizados a la condicion control (salino) de cada genotipo. (c) Cuantificacién
de la poblacion GFAP+KIi67+ presente en la SEZ de ratones Mmp24 WT y Mmp24 KO a distintos tiempos tras
el tratamiento antimitdtico. Datos normalizados respecto al t=0 h de cada genotipo. (d) Inmunohistoquimica
frente a Mashl en cortes coronales de ratones Mmp24 WT y Mmp24 KO tras 72 h de la infusién con AraC. El
DAPI marca el nicleo celular de todas las células presentes. La linea blanca punteada indica el limite de la
SEZ con el ventriculo. Las puntas de flecha blancas apuntan a células Mashl positivas. La barra de escala
corresponde a 10 pum. (e) Cuantificacion del porcentaje de células Mashl+ presentes en la SEZ de ratones
Mmp24 WT y Mmp24 KO tras 72 h de la infusion con AraC. Las barras de datos corresponden a la media £
s.e.my cada punto corresponde a cada raton analizado.

Poco tiempo después de la retirada de las bombas y el cese del tratamiento con AraC
(12 h), las células madre B-GFAP+ de los ratones Mmp24 WT sufren un aumento en su
activacion de casi 7 veces. Luego, y a medida que aumenta el tiempo tras la retirada de la
bomba, los niveles de activacion van disminuyendo gradualmente, pasando una activacion
casi 3 veces mayor a las 24 h y a una normalizacién a las 72 horas, probablemente debido a
que la mayoria de células TAP ya se han regenerado (Doetsch et al., 1999b). Sin embargo,
la activacion que sufren las células B-GFAP+ presentes en la SEZ de los ratones Mmp24
KO, es mas leve, no llega a ser 3 veces superior a las 12 h respecto al momento de la retirada
de las bombas. Lo curioso, es que en el caso de los ratones Mmp24 KO, la activacién de las

células B-GFAP+ sigue aumentando moderadamente, alcanzando a las 72 h niveles 3-4
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veces superiores a los encontrados tras la retirada de las bombas, pero sin llegar a alcanzar
los niveles encontrados en los Mmp24 WT (Figura 38 c). Asi mismo, los ratones Mmp24
KO no generaban tantos TAPs Mash1+ como los Mmp24 WT; un 50% menos tras 72 h de la
retirada de la droga (Figura 38 d, e). Todos estos datos indican que los niveles de N-
cadherina disminuyen tras la retirada de la bomba, momento en el que se produce mas
activacion en la zona, y que el déficit de MT5, promueve la retencion en fase GO-G1 del
ciclo celular de las células B-GFAP+, lo cual implica una restringida capacidad para generar
nueva descendencia y poder hacer frente a un proceso regenerativo. Por lo tanto, MT5 forma
parte del mecanismo que regula el estado proliferativo de las NSCs, cuando las células se

activan endégenamente para iniciar procesos regenerativos.

3. Regulacion de la protedlisis de N-cadherina por elementos del nicho neurogénico:
papel de ADAM10 y la molécula secretada sSFRP-1

3.1. ADAM10 regula la adhesion de las celulas B-GFAP+ mediada por N-
cadherina

La disintegrina y metaloproteasa ADAM10, es una de las proteasas mas estudiadas
y abundantes del cerebro adulto. En el SNC se ha relacionado con importantes eventos
bioldgicos como la plasticidad sinaptica, la neuroproteccion, la migracion o la proliferacion
celular (Vincent y Checler, 2012; Kuhn et al., 2016; Endres y Deller, 2017) y su expresién
se ha descrito en algunas regiones neurogénicas como el cerebelo, el hipocampo, el cortex,
la SEZ o el OB (Karkkainen et al., 2000; Guo et al., 2016). Al igual que hemos demostrado
con la metaloproteasa MT5, la expresion de ADAM10 se ha descrito en células de la SEZ
de ratones adultos y se ha demostrado que la N-cadherina es diana de su actividad enzimatica
en neuronas (Uemura et al., 2006; Demars et al., 2011; Lo Sardo et al., 2012), dos hechos
que la convierten en una excelente candidata para formar parte del mecanismo de regulacion
de la proliferacion de las células B-GFAP+ de la SEZ. Analisis por RT-PCR semicuantitativa
a partir de ARN extraido de neuroesferas de ratones C57BL/6J, confirmaron que las células
residentes en el nicho expresan ADAM10 (Figura 39 a). A continuacion, quisimos
corroborar la modulacion de las uniones N-cadherina de las células B-GFAP+ por ADAM10
y comprobar si dicha regulacion podria tener implicaciones biolégicas en su adhesion al
nicho. Con este objetivo, modulamos la actividad enziméatica de ADAM10 con el farmaco
G1254023X (GIX) en cultivos de neuroesferas. El inhibidor farmacoldgico GIX se ha usado

sobre neuronas, progenitores neurales de corteza y células ganglionares de la retina, con el

90



Resultados

fin de inhibir el procesamiento proteolitico del dominio extracelular de proteinas como L1,
N-cadherina o Notchl, reconocidos sustratos de ADAM10 (Muraguchi et al., 2007; Lo Sardo
et al., 2012; Marcos et al., 2015). Debido a que es un farmaco ampliamente usado en la
bibliografia y que posee elevada especificidad de inhibicion, hasta 100 veces méas potente
inhibiendo la actividad de ADAM10 respecto a otras proteinas de la familia de las
disintegrinas (Hundhausen et al., 2003; Ludwig et al., 2005), lo usamos para bloquear la
actividad enzimatica de ADAM10 en células procedentes de la SEZ de ratones C57BL/6J.
Los tratamientos se realizaron durante 2 dias con GIX a 50 uM o con el vehiculo DMSO
como condicion control. El andlisis densitométrico revel6 que los niveles de la proteina N-
cadherina completa (FL-NCad) aumentaban tras el tratamiento con G1X, lo que indicaba que
ADAMI10 esta participando en la protedlisis de N-cadherina presente células madre
procedentes de la SEZ (Figura 39 b). A continuacién se realizaron ensayos in vitro de
adhesion celular, para analizar los efectos de la regulacion del corte de la N-cadherina y su
relevancia funcional en las células B-GFAP+. Células obtenidas de ratones C57BL/6J
tratadas con GIX a 50 UM o con DMSO durante 2 dias fueron tratadas durante 1 h con el
anticuerpo blogueante EC-NCad a 50 pg/ml o bien con IgGs no relevantes, como control del
ensayo. Tras el tratamiento, las células se sembraron sobre una monocapa de células NCad-
L929 previamente establecidas. Para poder identificar a las células procedentes de la SEZ y
no confundirlas con las células NCad-L929, se marcaron con un trazador celular, el DDAO-
SE que emite fluorescencia en la franja del rojo lejano. Al igual que hemos visto
anteriormente, cuando se bloquean las uniones N-cadherina, las células madre GFAP+ son
las principales afectadas (Figura 17 b), y la adhesion sobre las células NCad-L929 se vio
disminuida. En este caso, y reproduciendo datos previos, pudimos observar menos células
DDAO-SE+ adheridas sobre la monocapa de NCad-L929 tras el tratamiento con el
anticuerpo blogueante EC-NCad. Cuando tratamos las celulas DDAO-SE+ con el farmaco
GIX, se promovia la adhesion celular especificamente mediada por uniones N-cadherina, ya
que el tratamiento posterior con EC-NCad bloqueaba los niveles de adhesién en ambos casos
(Figura 39 c).
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Figura 39. La N-cadherina es un sustrato de la proteasa ADAM10 en las células de la SEZ. (a) Imagen
representativa de los niveles relativos de ARNm del gen Adam10, normalizados a los niveles del gen end6geno
p-actina, de una PCR semicuantitativa con ARN extraido de neuroesferas cultivadas 3 dias. (b) Arriba:
Inmunoblot representativo frente a NCad en neuroesferas tratadas durante 2 dias con el farmaco GIX o0 DMSO
como control del ensayo (vehiculo). El control de carga usado es la a-tubulina. Abajo: Cuantificacion por
densitometria de los niveles de N-cadherina (FL-NCad), en relacion a la cantidad de carga de proteina total (o-
tubulina). (c) Cuantificacion del nimero de células marcadas con el trazador celular DDAO-SE, adheridas a la
monocapa de células NCad-L929 respecto al &rea rastreada de la preparacion. En la grafica se muestran los
resultados respecto a los valores obtenidos con las células tratadas con IgGs no relevantes. Las barras de datos
corresponden a la media £ s.e.m y cada punto corresponde a cada ratén analizado.

3.2. La proteina sFRP-1 es un factor de nicho y regula la actividad de ADAM10

Recientemente, se ha postulado que la proteina sFRP-1 es capaz de interaccionar
directamente con el dominio catalitico de ADAMI10, ejerciendo una inhibicion por
competicion directa con los sustratos diana de ADAM10 (Esteve et al., 2011; Marcos et al.,
2015). La regulacion negativa que ejercen las proteinas sSFRP sobre la via de Wnt, a traves
del dominio CRD (Cysteine-rich domain), ha sido ampliamente estudiada y consolidada. La
proteina SFRP-1 posee un dominio NTR (Netrin-related domain), similar al que presentan
proteinas como los TIMPs (inhibidores de metaloproteasas; del inglés Transmembrane
Inhibitor MetalloProteinase), reconocidos inhibidores de ADAM10 (Amour et al., 2000;
Hoe et al., 2007). Por otro lado, cerca del dominio catalitico de ADAM10 se localiza un
dominio rico en cisteinas, mediante el cual, ADAM10 interacciona con sus sustratos. El
hecho de que este dominio se sitte cerca del dominio catalitico, posibilita la protedlisis de
los sustratos con los que contacta (Edwards et al., 2008). Por lo tanto, se ha propuesto un
modelo en el que el dominio NTR de sFRP-1 interacciona con el dominio rico en cisteinas
de ADAM10, aproximandolo al dominio catalitico de ADAM10 y permitiendo su accion
inhibitoria (Esteve et al., 2011). Durante el desarrollo neurogénico de la retina, se produce

una interaccion directa entre sSFRP-1 y la proteasa ADAM10, ocasionando su inhibicion y la
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regulacién indirecta de las uniones adherentes por N-cadherina y L1 (Esteve et al., 2011,
Marcos et al., 2015).

Desde el punto de vista de la regulacion dindmica de las uniones de N-cadherina en
la SEZ, la posibilidad de que un factor soluble pudiera comportarse como un regulador de la
actividad de las NSCs, nos planted una serie de preguntas biolégicas que quisimos abordar
experimentalmente. En primer lugar, analizar si SFRP-1 podria ser y actuar como un factor
de nicho; en segundo lugar, comprobar si sFRP-1 inhibe la actividad enzimatica de
ADAM10 en las NSCs adultas como lo hace en la retina en desarrollo y tiene efectos sobre
la modulacion de las uniones por N-cadherina; y, por Gltimo, si estd implicada en el
mecanismo de regulacion de la quiescencia de las células B-GFAP+ y en los procesos de

neurogénesis adulta.

La expresion se SFRP-1 durante el desarrollo embrionario es muy abundante en todo
el cerebro, localizdndose en regiones neurogénicas como las eminencias ganglionares, el
hipocampo o el epitelio olfativo (Leimeister et al., 1998; Kim et al., 2001; Trevant et al.,
2008). Durante la etapa adulta, la expresion de sFRP-1 se mantiene en la corteza, el
hipocampo, el OB, los plexos coroideos y la SEZ principalmente, siendo mucho més
abundante en los tres ultimos (ISH Data: Allen Brain Atlas; http://mouse.brain-
map.org/gene/show/20140). Mediante RT-qPCR, nuestro analisis de expresion del ARNm
del gen Sfrpl reveld que la mayor fuente de produccion de sFRP-1 son los plexos coroideos
y el propio nicho subependimario. Dado que los niveles de expresion en neuroesferas,
respecto a los obtenidos en el nicho neurogénico, casi se triplican, indican que sSFRP-1 podria
expresarse también en NSCs (Figura 40 a). Mediante analisis inmunohistoquimicos
pudimos determinar que la poblacion de células GFAP+ residentes en la SEZ, de hecho,
expresaban sFRP-1 de forma abundante, por lo que sFRP-1 podria desempefiar un papel
relevante como factor de nicho y autocrino en la SEZ adulta (Figura 40 b).
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Figura 40. sFRP-1 se expresa abundantemente en la SEZ y plexos coroideos. (a) Cuantificacion por RT-
gPCR del ARNm del gen Sfrpl en muestras de tejido. Datos normalizados en relacion a los genes enddgenos
Gapdh y HPRT Yy representados en relacion a la expresion en la SEZ. Ctx: cértex; Str: estriado; SEZ: zona
subependimaria; NSC: células aisladas de la SEZ de ratones C57BL/6J y cultivadas durante 3 dias en medio
de neuroesferas; BEC: células endoteliales obtenidas de cerebro de ratones adultos (del inglés Brain
Endothelial Cells). (b) Inmunofluorescencia frente al dominio NTR de sFRP-1 y GFAP en cortes coronales de
SEZ de ratones control. La linea blanca punteada indica el limite del nicho subependimario con el lumen del
ventriculo. Str: estriado; V: ventriculo lateral. (b) Imagenes cedidas por las Dras. Paola Bovolenta y Pilar
Esteve (CBM-CSIC, Madrid).

Se ha descrito ampliamente la actuacion de las SFRP como antagonistas de la ruta de
sefializacion Wnt, mediante el secuestro de las proteinas Wnt por interaccion directa,
impidiendo que éstas interaccionen con los receptores de membrana Frizzled y/o LRP5/6 e
inicien la ruta de sefializacion mediada por la -catenina (Leyns et al., 1997; Wang et al.,
1997; Xu et al., 1998). Sin embargo, recientemente se ha postulado una nueva funcion para
la sFRP-1, la inhibicidn de la proteasa ADAM10 por contacto directo con su extremo NTR
(Esteve et al., 2011; Marcos et al., 2015). Para poder corroborar y testar la potencia de
inhibicion de una proteina recombinante de sFRP-1 (rsFRP-1) de origen murino sobre la
actividad enzimatica de ADAM10, utilizamos un ensayo fluorimétrico comercial que
incorpora un sustrato disefiado con la técnica FRET (Forster Resonance Energy
Transference), capaz de emitir fluorescencia Unicamente tras el corte por una ADAM10
recombinante de origen humano (rhADAM10). Para estudiar el potencial de sSFRP-1 como
inhibidor de ADAM10, utilizamos un sFRP-1 recombinante de origen murino (rsFRP-1; Yu
et al., 2014) y, como control positivo del ensayo fluorimétrico, usamos el inhibidor
farmacologico GIX, ampliamente documentado y especifico de ADAM10. En la Figura 41,
podemos observar que la accion inhibitoria del farmaco GIX es dosis dependiente.
Conseguimos inhibir un 100% la actividad enzimatica del rhADAM10 con concentraciones
iguales o superiores de GIX a 5 pM. La proteina recombinante rsFRP-1 afiadida al ensayo a
10 pg/ul (Rodriguez et al., 2005; Kele et al., 2012; Schwartz et al., 2012) fue capaz de inhibir
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un 10% de la actividad de ADAM10. Por lo tanto, SFRP-1 es un factor de nicho capaz de
inhibir la actividad enzimética del ADAM10.

« Inhibicién Figura 41. La proteina sFRP-1 inhibe la actividad
o Actividad enzimatica del rhADAM10. El porcentaje de
inhibicion generado sobre la actividad enzimatica
del rhADAM10 se indica mediante las barras azul
oscuro, y la actividad enzimética remanente del
rhADAM10, con barras azul claro. Izquierda: La
inhibicion de ADAM10 es dependiente de la dosis
de farmaco GIX administrada (azul oscuro). El
efecto inhibitorio de GIX es total a partir de
concentraciones iguales o superiores a 5 pM.
Derecha: La proteina recombinante rsFRP-1 a 10
pg/ul, es capaz de inhibir un 10% la actividad de
rhADAM10.

100 -

50 - - 50

% Inhibicion de rhADAM10
0LINVQVYy! 3p PePIARY %

3.3. La proteina sFRP-1 regula las uniones adherentes por N-cadherina en el nicho

neurogénico

Para averiguar si la inhibicion de sFRP-1 sobre el ADAM10 endogeno tiene
relevancia bioldgica sobre las uniones adherentes de N-cadherina, se realizaron ensayos de
pérdida de funcion. Los experimentos se llevaron a cabo mediante el uso de ratones con una
delecion de la metionina que inicia la pauta de lectura y del exon 1 del gen Sfrpl, impidiendo
asi su expresion (Sfrpl KO; Satoh et al., 2006). Dado que nuestro objetivo era estudiar la
implicacion de sFRP-1 en la regulacion de las uniones de N-cadherina, a través de la
modulacién de la actividad proteolitica de ADAM10, en primer lugar quisimos comprobar
si la modulacién de los niveles de sFRP-1 inducia cambios de expresion en los genes que
codifican para las proteinas N-cadherina y ADAM10. Mediante analisis de qRT-PCR, a
partir de muestras de ARN extraidas de células Sfrpl WT y Sfrpl KO cultivadas in vitro,
vimos que el déficit de SFRP-1 (Figura 42 a) no cambia los niveles de expresion del ARNm
de los genes Cdh2 o Adam10 (Figura 42 b, c¢). Por otro lado, sSFRP-1 se ha descrito en la
bibliografia principalmente como un inhibidor de la via de Wnt, capaz de secuestrar los
ligandos Wnt del medio extracelular, evitando asi que puedan interaccionar con los
receptores Frizzled y LRP5/6. De este modo, se promueve la formacion de un complejo
multiproteico citoplasmico, formado por Axin2 y GSK3p, encargado de degradar la B-
catenina citosolica e inhibir la activacion transcripcional de los genes diana de la via de Wnt
(Leynsetal., 1997; Wang et al., 1997; Xu et al., 1998). Para comprobar si la via de Wnt esta
alterada en células Sfrpl KO cultivadas in vitro, analizamos la expresion del ARNm del gen

Ccndl, que codifica para la ciclinaD1, uno de los genes diana de la activacion de la via de
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Whnt. Los datos de la gRT-PCR, a partir de muestras de ARN extraidas de células Sfrpl WT
y Sfrpl KO cultivadas in vitro, indicaban que la via de Wnt no esta afectada en las NSCs de
ratones Sfrpl KO (Figura 42 d). El déficit de sFRP-1 no estaba alterando los niveles de
expresion del ARNm del gen que codifica para la proteina ADAM10 (Figura 42 d); sin
embargo, los anélisis enziméticos realizados con la proteina recombinante rsFRP-1
indicaban que sFRP-1 es un inhibidor de la actividad de ADAM10 (Figura 41). Se ha
descrito la actividad proteolitica de ADAM10 sobre Notch, cuya protedlisis genera
fragmentos intracelulares (NICD) que promueven la expresion de los genes Hes5 o Hesl,
implicados en la autorrenovacion y el mantenimiento del estado indiferenciado de las NSCs
(Andreu-Agullo et al., 2009; Aguirre et al., 2010). Para comprobar si el déficit de sFRP-1
inducia la activacion de la via de Notch, analizamos el ARNm de células Sfrpl WT y Sfrpl
KO cultivadas durante 3 dias mediante RT-gPCR. Nuestros datos indicaron que los niveles

de sFRP-1 no alteran la via de Notch en las NSCs.
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Figura 42. El déficit de sSFRP-1 no altera la expresién del ARNm del gen Cdh2 ni induce la activacion de
las vias de sefializacion Wnt y Notch. (a) Cuantificacion de los niveles de ARNm del gen sfrpl. (b)
Cuantificacion de los niveles de ARNm del gen Cdh2, que codifica para la N-cadherina. (¢) Cuantificacion de
los niveles de ARNm del gen Adam10. (d) Cuantificacion de los niveles de ARNm del gen Ccdnl, que codifica
para la ciclinaD1, gen diana de la activacion de la via de sefializacion Wnt. (e) Cuantificacion de los niveles de
ARNmM de los genes Hes5 y Hesl, genes diana de la activacion de la via de Notch. Todos los datos mostrados
han sido normalizados a los niveles del gen endbgeno Gapdh, de una RT-gPCR con ARN extraido de
neuroesferas Sfrpl WT y Sfrpl KO cultivadas durante 3 dias. Las barras de datos corresponden a la media +
s.e.m. (N=4)
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Curiosamente, en extractos de proteina total de homogenados de tejido de SEZ no se
observaron diferencias en los niveles de FL-NCad o en los niveles de los fragmentos
generados (CTFint o CTF1; Figura 43).

Tejido SEZ

Sipt WT_KO NCad Figura 43. Niveles de N-cadherina en homogenados de
#e e <«FL-NCad  SEZ. Inmunoblot representativo de los niveles de la FL-
- > chFint NCad y de los fragmentos intracelulares generados en
muestras de homogenados de SEZ de ratones Sfrpl WT y
Sfrpl KO. El control de carga usado es la Gapdh. (N=3)

<« CTH

-E <« Gapdh

Sin embargo, en muestras de neuroesferas cultivadas durante 3 dias, los ratones Sfrpl
KO presentaban aumentados los niveles de los fragmentos CTFint1+2 y CTF1, un 98% y un
55%, respectivamente, en detrimento de los niveles de la FL-NCad, que disminuian un 44%
(Figura 44 a, b). Estos datos nos vuelven a sugerir que SFRP-1 se expresa, probablemente,
en una poblacién pequefia de la SEZ, como es el caso de las células B-GFAP+ presentes en
el nicho, y por eso no vemos cambios en los niveles de N-cadherina en extractos proteicos
de homogenados de SEZ. El déficit de SFRP-1 promueve la proteo6lisis de N-cadherina, sin
que ello implique cambios en los niveles de ARNm de Cdh2 o Adam10. Por lo tanto, el
descenso de los niveles de la FL-NCad y el aumento de los fragmentos intracelulares
generados como consecuencia de la protedlisis, indica que la falta de sSFRP-1 promueve la
escision de la N-cadherina, probablemente debido a un incremento en la actividad
proteolitica de ADAM10.
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Figura 44. sFRP-1 modula los niveles de N-cadherina. (a) lzquierda: Inmunoblot representativo de los
niveles de la FL-NCad en muestras de neuroesferas procedentes de SEZ de ratones Sfrpl WT y Sfrpl KO y
cultivadas durante 3 dias. El control de carga usado es la a-tubulina. Derecha: Cuantificacion por densitometria
de los niveles de FL-NCad y normalizada a la cantidad de carga de proteina total (a-tubulina). Los datos se han
representado respecto a los niveles encontrados en los ratones Sfrpl WT. (b) lzquierda: Imagen representativa
de un inmunoblot frente a NCad, donde se observan con claridad los fragmentos CTFintl, CTFint2 y CTF1.
Las muestras de proteina total se obtuvieron a partir de neuroesferas de ratones Sfrpl WT y Sfrpl KO cultivadas
durante 3 dias. El control de carga usado es el Gapdh. Derecha: Cuantificacion por densitometria de los niveles
de los fragmentos CTFint1+2 y CTF1 y normalizados a la cantidad de carga de proteina total (a-tubulina). Los
datos se han representado respecto a los niveles encontrados en los ratones Sfrpl WT. Las barras de datos de
todas las graficas mostradas, corresponden a la media £ s.e.m y cada y cada punto corresponde a cada muestra
bioldgica independiente analizada.

En las uniones adherentes, la N-cadherina estd conectada con el citoesqueleto de
actina a través de la interaccion directa con la a-catenina, la B-cateninay las plakoglobulinas
(Heuberger y Birchmeier, 2010). La B-catenina citosolica participa en la via de sefializacion
de Wnt (Heuberger y Birchmeier, 2010), al igual que la proteina sFRP-1, que interacciona
con el ligando Wnt, causando la inhibicién de la via (Rodriguez et al., 2005; Kim et al., 2007;
Trevant et al., 2008). El tratamiento de las células Sfrpl KO con rsFRP-1 a 10 pg/ul durante
1 dia, consiguio rescatar y recuperar los niveles basales de FL-NCad y de B-catenina (Figura
45). Por lo tanto, sFRP-1 esta implicado la regulacion de la escision de las uniones de N-

cadherina y promueve la retencion de la B-catenina en la membrana plasmatica.
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Figura 45. SFRP-1 incrementa los niveles de N-cadherina y p-catenina presentes en la membrana
plasmaética. Izquierda: Inmunoblot representativo de los niveles de la FL-NCad y de la B-catenina total en
muestras de neuroesferas de ratones Sfrpl KO. Las neuroesferas fueron tratadas con una proteina recombinante
de sFRP-1 a 10 pg/pl o con PBS (vehiculo), como control del ensayo, durante 24 h in vitro. Derecha:
Cuantificacion por densitometria de los niveles de FL-NCad o B-catenina y normalizados a la cantidad de carga
de proteina total (a-tubulina). Las barras de datos de todas las graficas mostradas, corresponden a la media +
s.e.my cada punto corresponde a muestras biologicas independientes para cada tratamiento. *p<0.05.

Mediante estudios de adhesion celular, quisimos evaluar los efectos funcionales de
los niveles de sFRP-1 sobre el corte de la N-cadherina. Neuroesferas procedentes de la SEZ
de ratones Sfrpl WT y Sfrpl KO se disgregaron mecanicamente, para preservar la N-
cadherina intacta, se marcaron con el trazador celular DDAO-SE y se sembraron sobre una
monocapa de celulas NCad-L929. Tras una hora de adhesion, se lavaron las preparaciones,
para eliminar todas las células que no quedaron retenidas y se fotografiaron en el INCell
Analyzer 2000 (Figura 46 a). El recuento y analisis de las muestras se llevé a cabo teniendo
en cuenta el nimero de células DDAO-SE positivas y el area de monocapa de NCad-L929
rastreada. Para determinar la especificidad de la union adherente mediada por N-cadherina,
se trataron células Sfrpl WT-DDAO-SE+ con el anticuerpo bloqueante EC-Ncad o con la
inmunoglobulina IgG, como control del ensayo, durante la hora previa a la adhesién sobre
la monocapa de células NCad-L929. El tratamiento con el anticuerpo bloqueante EC-NCad
disminuyo la adhesion celular, sugiriendo que las células se adhieren de forma especifica
mediante uniones tipo N-cadherina, igual que habiamos observado anteriormente. Por otro
lado, las células Sfrpl WT-DDAO-SE+, mostraron mas capacidad, respecto a las células
Sfrpl KO-DDAO-SE+, para adherirse a la monocapa de células NCad-L929 (Figura 46 b).
Cuando pre-tratamos células Sfrpl KO con la proteina recombinante rsFRP-1 a 10 pg/ml
durante 24 h in vitro, la adhesién se increment6 un 38%, consiguiendo rescatar el fenotipo
observado en las células Sfrpl KO. Para comprobar la especificidad del efecto observado
sobre las uniones N-cadherina, células Sfrpl KO tratadas con la proteina recombinante
rsFRP-1 a 10 pug/ml durante 1 dia, se trataron con EC-NCad una hora antes de la adhesion.

El blogueo de la N-cadherina disminuyd la adhesion celular provocada por el tratamiento
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con sFRP-1, alcanzando de nuevo los niveles basales de adhesion observados en las células
Sfrpl KO sin tratar con el factor. Por lo tanto, nuestros datos revelan que sFRP-1 promueve

la adhesion celular mediada por uniones homofilicas N-cadherina (Figura 46 c).
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Figura 46. sFRP-1 regula las uniones adherentes tipo N-cadherina. (a) Imagen obtenida en el INCell
Analyzer 2000 representativa de los ensayos de adhesién, en la que se observan células DDAO-SE+ adheridas
sobre una monocapa de células NCad-L929 (DAPI). (b) Cuantificacion del nimero de células Sfrpl WT o
Sfrpl KO, marcadas con DDAO-SE, adheridas a la monocapa de células NCad-L929, normalizadas al &rea de
monocapa rastreada. Los datos se representan respecto a los valores obtenidos con las células Sfrpl WT. (c)
Cuantificacion del namero de células Sfrpl KO-DDAO-SE+ adheridas a la monocapa de células NCad-L929,
tras un tratamiento con rsFRP-1y un pretratamiento con 1gG o EC-NCad. Los resultados han sido normalizados
respecto al area de monocapa rastreada y representados respecto a los valores obtenidos con las células Sfrpl
KO-DDAO-SE+ tratadas con IgG. Las barras de datos de las graficas mostradas, corresponden a la media +
s.e.m. y cada punto corresponde a cada muestra bioldgica independiente analizada.

Como hemos comprobado con anterioridad, que el bloqueo de las uniones de N-
cadherina mediante las construcciones Lent-GFP-DN-CDH o Lent-GFP-MT5, puede
generar alteraciones en la organizacion celular del nicho (Figura 25y 27). Dado que sFRP-
1 esta implicado en la protedlisis de la N-cadherina, nos planteamos estudiar los efectos del
déficit de sFRP-1 sobre los niveles de la N-cadherina y la citoarquitectura de la SEZ de
ratones Sfrpl WT y Sfrpl KO. Dado que las células B-GFAP+, respecto a toda la superficie
del ventriculo, ocupan una porcién muy pequefia, y que no vimos diferencias en los niveles
de N-cadherina en los extractos de proteina de la SEZ (Figura 43), no es de extrafiar que no
hayamos sido capaces de observar diferencias significativas en los niveles de N-cadherina
de la SEZ de ratones Sfrpl WT y Sfrpl KO en una tincion in toto (Figura 47 a). Por otro
lado, los analisis de la citoarquitectura de la SEZ, se llevaron a cabo mediante una tincion in
toto frente a N-cadherina, para detectar las membranas celulares y frente a GFAP, para

localizar las rosetas que forman las células B-GFAP+ en el ventriculo.
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Figura 47. Los cambios en la expresién de sSFRP-1 no comprometen la arquitectura tisular. (a) Imagenes
de confocal de una tincién in toto frente a GFAP y NCad en preparaciones de SEZ de ratones Sfrpl WT y Sfrpl
KO. Las flechas y la linea blanca punteada indican las rosetas presentes en la imagen. La barra de escala
corresponden a 30 um. (b) lzquierda: Imagen representativa de un cultivo primario de neuroesferas. La barra
de escala equivale a 100 um. Derecha: Recuento del nimero de neuroesferas primarias generadas a partir de la
SEZ de ratones Sfrpl WT y Sfrpl KO. (c) Porcentajes de las fases del ciclo celular en la que se encuentran
células Sfrpl WT y Sfrpl KO. Las barras de datos mostradas en las graficas, corresponden a la media + s.e.m.
y cada punto corresponde a cada ratén/cultivo analizado.

El déficit de la proteina SFRP-1 no alteraba tampoco la citoarquitectura del nicho
subependimario y se mantiene la distribucion de las rosetas en los ratones Sfrpl KO (Figura
47 a). Ademas, teniendo en cuenta que la densidad celular presente en la SEZ de ambos
genotipos se mantiene inalterada (17.450 + 52 células por mm? de SEZ en los Sfrpl WT
respecto a las 16.660 + 492 células por mm? de SEZ en los ratones Sfrpl KO, n=2 y n=4,
respectivamente), el reservorio de células B-GFAP+ no variaba, encontrandose un 10.5 +
2.5% de células B-GFAP+ en los ratones Sfrpl WT respecto al 10.0 + 1.8% encontrado en
los ratones Sfrpl KO (porcentajes respecto al nimero total de células muestreadas, n=2 y
n=4, respectivamente). El cultivo in vitro de las celulas residentes en la SEZ de ratones Sfrpl
WT y Sfrpl KO, gener6 el mismo nimero de neuroesferas primarias, en parte debido a que

se conserva la dindmica del ciclo celular, lo que indica que el reservorio de NSCs en los
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Sfrpl KO se mantiene inalterado y es capaz de proliferar con normalidad tras la disgregacion

y extraccion del nicho (Figura 47 b, c).

3.4. La proteina sFRP-1 actia como un factor de quiescencia in vivo

A lo largo de este trabajo, hemos demostrado que la modulacion de las uniones N-
cadherina implica a su vez, la regulacién de la proliferacion de las células B-GFAP+. Debido
a que nuestros datos indicaban que sFRP-1 inhibe la actividad enzimatica de ADAM10 y
confirmaban que interviene en la regulacién del corte proteolitico de la N-cadherina, y en
base a nuestros datos previos sobre la regulacion proteolitica de MT5 sobre las uniones de
N-cadherina, hipotetizamos que la falta de sFRP-1 podia tener relevantes implicaciones

bioldgicas en la regulacion de la proliferacion de las células madre subependimarias.

Para llevar a cabo un estudio in vivo de la proliferacion, ratones Sfrpl WT y Sfrpl
KO recibieron 7 inyecciones de CldU, una inyeccion cada 2 horas durante un periodo total
de 12 horas, y tras 28 dias, se realizd una Unica inyeccién con IdU una hora antes del
sacrificio de los ratones (Maslov et al., 2004). Teniendo en cuenta que la densidad celular
presente en la SEZ de ambos genotipos se mantiene inalterada y que el reservorio de células
B-GFAP+ no varia, los ratones Sfrpl KO presentaron mas proliferacién, dado que el nimero
total de células CldU+ LRC se incrementd un 32% (462 + 14 células en los ratones Sfrpl
WT respecto a las 610 + 53 células en los Sfrpl KO, n=5 y n=7, respectivamente). Ademas,
el namero total de células LRC que volvieron a entrar en ciclo después de 28 dias
(Cldu+IdU+) también aument6 considerablemente, més de dos veces respecto a los valores

encontrados en los Sfrpl WT (Figura 48 a-d).
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Figura 48. El déficit de sFRP-1 promueve la entrada en ciclo de las células B-GFAP+. (a) Imagenes de
una inmunohistoquimica frente a CldU, 1dU y GFAP, realizada en la SEZ de cortes coronales de ratones Sfrpl
WT y Sfrpl KO. La linea blanca punteada indica el limite de la SEZ con el ventriculo. La punta de flecha hueca
muestra una célula GFAP+CIdU+ pero negativa para IdU. En los recuadros se indica con un asterisco las
células GFAP+CIdU+ y con una punta de flecha blanca células GFAP-CIdU-IdU+. (b) Imagen aumentada del
recuadro mostrado en la imagen a. Se muestran por separado los distintos marcajes para identificar mejor las
células GFAP+CIldU+ de las triple positivas. EI DAPI marca el nucleo celular de todas las células presentes.
La barra de escala superpuesta en las imagenes indica 10 um. (c) Cuantificacion del nimero total de células
LRC presentes en la SEZ de ratones Sfrpl WT y Sfrpl KO. (d) Cuantificacion del nimero total de células
CldU+IdU+ presentes en la SEZ de ratones Sfrpl WT y Sfrpl KO. (e) Cuantificacion del nimero total de células
GFAP+CIdU+ presentes en la SEZ de ratones Sfrpl WT y Sfrpl KO. (f) Cuantificacion del nimero total de
células activas GFAP+, capaces de volver a entrar en ciclo tras 28 dias (GFAP+CldU+) en la SEZ de ratones
Sfrpl WT y Sfrpl KO. (g) Cuantificacion del porcentaje de células GFAP+CIldU+ que también son 1dU+,
respecto al total de células GFAP+CldU+ muestreadas. Las barras de datos corresponden a la media + s.e.m. y
cada punto corresponde a cada ratén analizado.

La poblacién de células madre B-GFAP+ residentes en la SEZ de ratones Sfrpl KO,
también parecia estar afectada por el incremento general de los niveles de proliferacion de
la SEZ. El déficit de sFRP-1 parece estar afectando tanto al nimero total de células B-
GFAP+ activas (CldU+GFAP+), como al nimero de estas células capaces de volver a entrar
en ciclo (CldU+GFAP+IdU+) (Figura 48 a, b, e, f). El muestreo realizado hasta el momento
sobre la poblaciéon de células madre GFAP+CIldU+ es pequefio y estadisticamente no
tenemos diferencias entre los ratones Sfrpl WT y Sfrpl KO. Sin embargo, los datos apuntan

a que la proporcién de células activas y con capacidad proliferativa también se ve
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incrementada en los ratones Sfrpl KO (Figura 48 a, b, g). Estos datos nos indican que,

sFRP-1 promueve la quiescencia de las células B-GFAP+ de la SEZ.

Con el objeto de averiguar el efecto de la activacion de las células madre LRC-CldU-
GFAP+ sobre el numero de su descendencia celular, se llevo a cabo el anélisis de la
produccion neurogénica y oligodendrogénica en los dos genotipos. Mediante una tincion in
toto de la SEZ de ratones Sfrpl WT y Sfrpl KO, para la deteccion de las cadenas de
neuroblastos DCX+, pudimos observar que en los ratones Sfrpl KO los neuroblastos son
mucho mas abundantes que en los ratones Sfrpl WT (Figura 49 a). El andlisis
inmunohistoquimico llevado a cabo en ratones inyectados con CldU y sacrificados 28 dias
después (Figura 49 b), mostraba que en los ratones Sfrpl KO la neurogénesis a la capa
glomerular del OB aumenta un 32% en los ratones Sfrpl KO, pasando de 73.0 £ 1.0 células
CldU+/mm? en los ratones Sfrpl WT respecto a 97.0 + 5.0 CldU+/mm? en los ratones Sfrp1
KO (Figura 49 c). Curiosamente, no se detectd una mayor produccion de oligodendrocitos
(Figura 49 d).
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Figura 49. El déficit de sFRP-1 promueve la neurogénesis adulta. (a) Reconstruccién de la SEZ a partir de
imagenes de confocal, correspondientes a la tincion in toto frente al marcador de neuroblastos DCX, en ratones
Sfrpl WT y Sfrpl KO. Marcaje de DCX pseudocoloreado en naranja. La linea blanca punteada indica el limite
de la SEZ. La barra de escala corresponde a 200 pum. (b) Esquema del disefio experimental llevado a cabo para
el andlisis de células CldU+. (c) Cuantificacion del nimero total de células CldU+ presentes en la capa
glomerular del OB de ratones Sfrpl WT y Sfrpl KO. Los valores obtenidos se normalizan al area muestreada.
(d) Cuantificacion del nimero de células CldU+ encontradas por cada mm? de cuerpo calloso rastreado. Las
barras de datos de las graficas, corresponden a la media + s.e.m. y cada punto corresponde a cada ratén
analizado. n.s.: no significativo.
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Las conclusiones mas relevantes del presente trabajo son que (1) en la activacion de
las NSCs subependimarias participa la prote0lisis regulada del ectodominio de la N-
cadherina por metaloproteinasas especificas, como la MT5-MMP identificada en este
estudio, que permite la des-adhesion de estas células de los ependimocitos y su entrada en
ciclo celular y (2) la protedlisis regulada de la N-cadherina estd modulada por factores
secretados por el nicho, como el SFRP-1, un antagonista natural de las proteinas Wnt que es

capaz de inhibir también la actividad de la metaloproteinasa-disintegrina ADAM10.

La conclusion general que se deduce de los datos presentados en esta tesis es que la
regulacion post-traduccional de los complejos de adhesion juega un papel muy relevante en
el ciclo de quiescencia-activacion de las NSCs adultas y que los mecanismos implicados, al
igual que otros de regulacién del comportamiento de las NSCs subependimarias y la
neurogénesis olfativa adulta, dependen de la biologia del nicho. Por otro lado, nuestros
resultados estan de acuerdo con la idea de que la disposicion fisica de las células B-GFAP+
subependimarias y las relaciones directas de las mismas con otros elementos celulares del

nicho es critica para su comportamiento.

La morfologia polarizada que presentan las células B-GFAP+ favorece tanto la
sefializacion mediada por diferentes factores como su anclaje fisico al nicho. Esta acentuada
polarizacion se refleja en que presentan en su extremo apical un cilio corto que se extiende
a traves de las células ependimarias hasta alcanzar el lumen del ventriculo, donde tienen
acceso a factores transportados o liberados al CSF por el plexo coroideo. En su extremo
basal, las NSCs emiten otra ramificacion hasta contactar con la lamina basal de las células
endoteliales de los vasos sanguineos, otra importante fuente secretora de factores
denominados “angiocrinos” (Merkle et al., 2004; Mirzadeh et al., 2008; Shen et al., 2008;
Tavazoie et al., 2008; Delgado et al., 2014; Rafii et al., 2016). Estudios en los ultimos afios
han demostrado la importancia de ciertas interacciones celulares en el mantenimiento de la
citoarquitectura celular y en la adhesion y anclaje de las células B-GFAP+ al nicho (Doetsch
etal., 1997; Mirzadeh et al., 2008; Kokovay et al., 2012), ademas de influir en la regulacién
de su actividad proliferativa. Las integrinas son receptores transmembrana de unién a
moléculas de la ECM y median entre las sefiales extracelulares que las células reciben del
entorno y el citoesqueleto, activando vias de sefializacion reguladas por ILK (Integrin-linked
Kinase), FAK (Focal Adhesion Kinase) o PI3K (Phosphoinositide 3-Kinase). Recientemente
se ha demostrado que la sefializacion mediada por integrinas participa en la regulacién de la

quiescencia o proliferacion de las SC (Gattazzo et al., 2014). Las integrinas tipo BlI,
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participan en el mantenimiento del reservorio de NSCs, regulando la autorrenovacion, el
modo de division (simétrica o asimétricamente) y el destino celular o linaje durante la
diferenciacion de las NSCs (Raymond et al., 2009; Marthiens et al., 2010; Chen et al., 2013).
En concreto, la integrina a6B1 interacciona con la laminina presente en la lamina basal de
los vasos sanguineos, favoreciendo el anclaje de las NSCs subependimarias y regulando su
quiescencia (Shen et al., 2008). El anclaje de NSCs a moléculas de matriz extracelular parece
necesario para el mantenimiento de las NSCs subependimarias en su microambiente de nicho
vascular; pero, curiosamente, la interrupcion de esta interaccion estimula la proliferacion
celular (Shen et al., 2008). Los reguladores transcripcionales de la familia I1d que regulan la
expresion génica asociada con la troncalidad o stemness de las NSCs también modulan la
residencia en el nicho de la matriz extracelular vascular mediante la represion del gen
RaplGAP, sirviendo asi para mantener la actividad GTPasa del mediador de adhesion
celular RAP1 (Niola et al., 2012). Por lo tanto, es probable que los programas moleculares
implicados en la regulacion de las propiedades de las NSCs controlen tanto las capacidades

intrinsecas de las SC como el posicionamiento restringido.

Las uniones adherentes célula-célula mediadas por cadherinas estan presentes en
diversas poblaciones de SC adultas, como las SC de la epidermis de mamiferos o las células
satélite del muasculo, donde se han descrito ya sus implicaciones en la determinacion del
modo de division, en la resolucion del destino celular o en el anclaje al nicho (Lechler y
Fuchs, 2005; Kuang et al., 2007; Kuang et al., 2008). El otro sistema en el que se habia
estudiado intensamente la posible implicacion de las cadherinas en la regulacién de SC
adultas, al inicio de esta tesis, habia sido el hematopoyético. Sin embargo, los resultados en
este campo, procedentes de distintos laboratorios, han sido muy controvertidos y confusos,
no permitiendo conclusiones definitivas acerca de la posible participacién de las uniones
mediadas por N-cadherina de las HSC al nicho vascular de la médula 6sea en su quiescencia
(Kiel et al., 2007; Li y Zon, 2010). En cuanto a los nichos neurogénicos adultos, la E-
cadherina y N-cadherina se habian localizado en el hipocampo y SEZ. En el hipocampo, y
méas concretamente en la region CA3, ambas participan en la estabilizacion de LTP,
formacion del cono de crecimiento, la sinaptogénesis y el trafico de vesiculas sinapticas
(Fannon y Colman, 1996; Tang et al., 1998; Stan et al., 2010; Bodrikov et al., 2011). En las
células ependimarias de la SEZ, se habia descrito la expresion de la E-cadherina y se le habia
atribuido un papel en la regulacion de la proliferacion de los TAPs (Karpowicz et al., 2009).
Estudios previos, habian detectado la N-cadherina mayoritariamente en los neuroblastos
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(Karpowicz et al.,, 2009; Yagita et al., 2009), atribuyéndole principalmente funciones
relacionadas con la migracion neuronal (Yagita et al., 2009). Sin embargo, las verdaderas
implicaciones de la N-cadherina en la biologia de las NSCs permanecian aun inexploradas,
ya que no se habian realizado estudios sistematicos de expresion y/o estudios funcionales de
adhesion celular utilizando NSCs y ensayando experimentalmente las implicaciones de la
alteracion funcional de la adhesion mediada por N-cadherina especificamente en el nicho de
la SEZ. Los resultados presentados en esta memoria demuestran que las células B-GFAP+
establecen uniones adherentes mediadas por N-cadherina con las células ependimarias del
nicho, y que la regulacion de estas uniones adherentes, es uno de los mecanismos que regulan
su quiescencia y activacién (Porlan et al., 2014). Recientemente se ha descrito que la
presencia de la proteina de adhesion VCAM-1 en la extension apical que emiten las NSCs
B-GFAP+ hacia el lumen del ventriculo es necesaria también para la quiescencia de las NSCs
(Kokovay et al., 2012). Todos estos datos demuestran que las uniones adherentes regulan el

grado de activacién de las NSCs adultas.

Con el objeto de estudiar en detalle los tipos celulares de la SEZ que expresan N-
cadherina usamos dos tipos anticuerpos diferentes contra distintos epitopos: uno para el
dominio extracelular (EC-NCad) y otro que reconoce el dominio intracelular (NCad)
(Karpowicz et al., 2009; Yagita et al., 2009). Curiosamente, encontramos una observacion
muy interesante que explica porque se habia atribuido mayoritariamente la expresion de N-
cadherina a los neuroblastos de la SEZ. Los neuroblastos que expresan DCX son reconocidos
muy intensamente con el anticuerpo NCad y, en menor medida pero de forma muy especifica
e inequivoca, las células ependimarias S100B+ y los astrocitos GFAP+; sin embargo, el
anticuerpo EC-NCad detecta los ependimocitos y los astrocitos GFAP+ mayoritariamente.
Los resultados obtenidos en la poblacién de células ependimarias y neuroblastos corroboran
las observaciones previas (Karpowicz et al., 2009). Para poder confirmar de manera
definitiva que las NSCs expresaban N-cadherina realizamos inmunofluorescencias en
muestras in toto, a fin de identificarlas por su localizacién y la presencia del cilio primario,
y observamos la N-cadherina en el extremo apical de las células B-GFAP+. Estos
experimentos junto con los ensayos de adhesion pusieron de manifiesto la relevancia de los

contactos adherentes de las células B-GFAP+ con el nicho.

Todos nuestros datos indicaban una correlacion inversa entre niveles elevados de N-
cadherina y progresion en ciclo celular. Los modelos genéticos basados en la inactivacion

de N-cadherina en edades fetales no resultdé muy efectivo ya que, aunque se observaba la
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activacion de un mayor numero de células B-GFAP+ el cerebro aparecia altamente
desorganizado por la mutacién condicional en células de glia radial que dan lugar al resto de
células del SNC (van den Bout et al., 2002). El uso de una construccion dominante-negativa
de cadherinas, gentilmente cedida por la Dra. Anjen Chenn (Northwestern University, USA)
(Noles y Chenn, 2007), vehiculizada al cerebro mediante la inyeccion estereotéxica de
lentivirus, nos permitié disponer de un modelo experimental mas controlado. La infeccion
restringida al ventriculo lateral nos ofrecié una situacion incluso mas favorable. La exquisita
organizacion citoarquitectonica de la SEZ puede ser aprovechada para infectar de manera
selectiva a los ependimocitos controlando el titulo viral y la administracion (Consiglio et al.,
2004; Porlan et al., 2014; Porlan et al., 2016). Se ha demostrado que las uniones adherentes
y estrechas en los epitelios polarizados dificultan la entrada de virus extrafios en los tejidos,
a veces debido a la ubicacion restringida de los receptores de entrada viral (receptores CAR)
en los complejos de union. Por ello, la alteracion de la adhesion intercelular favorece la
infeccion por diferentes tipos de virus, incluido el lentivirus. Curiosamente, los propios virus
pueden desestabilizar complejos de unién cuando se utilizan a altas concentraciones en
ciertos epitelios (Bomsel y Alfsen, 2003; Castellani et al., 2010; Bonazzi y Cossart, 2011;
Padmashali et al., 2013). Esto podria explicar algunas descripciones de infecciones de
células B-GFAP+ desde el ventriculo lateral (Yamashita et al., 2006). Por este motivo, la
infeccion intraventricular controlada nos parecio el modelo mas adecuado para determinar
la relevancia de las uniones de N-cadherina en la regulacion de la proliferacion de las células
B-GFAP+ y en la arquitectura del nicho neurogénico (Porlan et al., 2016). El analisis de la
poblacion de células B-GFAP+ reveld que las uniones de N-cadherina se interrumpen y se
incrementa el nimero y la proliferacion de células B-GFAP+ en el nicho cuando se interfiere
con la expresion de cadherinas en los ependimocitos. Por otro lado, la ruptura de las uniones
N-cadherina entre las células B-GFAP+ y las células ependimarias, en los tres modelos
estudiados, conlleva alteraciones en la citoarquitectura del nicho. La desorganizacion celular
observada en la capa ependimaria provoca el incremento en la formacién de nuevos
ependimocitos, que podria indicar que el nicho inicia mecanismos de reparacion. Se ha
demostrado que las células ependimarias no proliferan en homeostasis pero que, tras un dafio
o lesion, son capaces de dividirse y diferenciarse a neuronas o astrocitos (Carlen et al., 2009).
Consideramos que, en nuestros experimentos, existe la posibilidad de que los ependimocitos
de nueva generacion se hayan diferenciado a partir de células B-GFAP+ activadas, como en
el desarrollo fetal, pero para resolver la disyuntiva entre esta posibilidad y la de que se

produzcan por division de los propios ependimocitos, seria necesario llevar a cabo
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experimentos especificos, por ejemplo, mediante trazado de linaje a partir de células B-

GFAP+ y ependimarias.

Dado que la construccion dominante-negativa era una forma truncada del dominio
extracelular de la E-cadherina (Noles y Chenn, 2007), se podria pensar que los efectos
observados sobre la poblacion de las células B-GFAP+, se podrian atribuir al bloqueo
adicional de la E-cadherina. Sin embargo, se ha descrito que el déficit de E-cadherina en la
SEZ promueve la proliferacion de los TAPs, sin que la proliferacion de las LRC se vea
alterada (Karpowicz et al., 2009). Como ya hemos demostrado, parece que la cadherina
mayoritaria entre células ependimarias y células B-GFAP+ es la N-cadherina y que los
niveles de E-cadherina permanecen inalterados. De todos modos, para descartar esta
posibilidad, los ensayos funcionales de adhesién in vitro y de infusién in vivo con el
anticuerpo bloqueante de N-cadherina demuestran el papel relevante y casi exclusivo de la
N-cadherina. Todos estos datos indican en su conjunto que es la N-cadherina la que esta

implicada en el mantenimiento de la quiescencia de las células madre-GFAP+.

El nicho subependimario es una region plastica y dindmica, en constante cambio y
renovacion, donde las interacciones célula-célula juegan un papel decisivo para responder a
las sefales del entorno. En esta tesis se demuestra que el remodelado extracelular es
necesario para la activacion de células B en condiciones homeostéaticas y regenerativas. MT5
es una proteina transmembrana con una region extracelular N-terminal que contiene el
dominio catalitico, un Gnico dominio transmembrana y una cola C-terminal citosélica corta
requerida para su localizacion (Llano et al., 1999; Pei, 1999; Sekine-Aizawa et al., 2001).
Las MMP unidas a membrana estan ancladas a ésta adyacentes a sus sustratos, permitiendo
lainteraccion local de MMP/sustrato en sitios especificos y pueden desestabilizar las uniones
adherentes a través de la escision de cadherinas (Lochter et al., 1997; Marambaud et al.,
2002). Nuestros datos indican que la liberacion de este enlace se produce normalmente en la
SEZ bajo circunstancias fisioldgicas, como parte de un mecanismo que regula el ciclo de
células B-GFAP+. EIl patron de distribucion y la actividad de MT5-MMP descrito aqui,
sugieren que esta metaloproteinasa desempefia un papel especifico en la neurogénesis adulta.
La expresion de MT5 esta altamente regulada durante el desarrollo cerebral y permanece
elevada en el hipocampo, OB y cerebelo de animales adultos (Jaworski, 2000). Cabe destacar
gue aunque estas regiones exhiben una plasticidad sinaptica continua, y MT5 parece estar
implicada en el remodelado sindptico y la estabilizacion a través del procesamiento regulado

de N-cadherina, estas areas también exhiben neurogénesis postnatal. Los datos que hemos
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obtenido con el modelo genético indican que MT5 es necesaria, pero no suficiente para que
se produzca la protedlisis completa del ectodominio de la N-cadherina en la SEZ. Aunque la
falta de esta metaloproteinasa tiene como consecuencia el procesamiento defectuoso de la
N-cadherina y una reduccion drastica de la actividad proliferativa en la poblacion de células
B, la neurogénesis aln progresa en los ratones mutantes Mmp24, con la llegada de nuevas
neuronas al OB. Ademas, en esta misma linea cabe destacar que la regeneracion después del
tratamiento con AraC se retrasa, pero no se previene completamente por la falta de actividad
de MT5. N-cadherina puede ser escindida por otras enzimas, tales como ADAM10. Sin
embargo, ADAM10 también se ha asociado con la activacion proteolitica de la neuregulina
y Notch (Fortini, 2002; Reiss et al., 2005; Esteve et al., 2011). En relacién a esto, no vimos
ningun efecto apreciable especifico de la sobreexpresion de MT5-MMP en la generaciéon del
fragmento intracelular de Notch en las NSC, lo que sugiere que estas dos metaloproteinasas
difieren en su selectividad de accién y pueden regular diferentes procesos.

La molécula completa de N-cadherina, de 135 kDa de tamafio, experimenta una
escision regulada de su ectodominio por las metaloproteasas ADAM10 y MT5-MMP,
generando un fragmento C-ter intracelular de 40 kDa (CTF1l) que puede procesarse
adicionalmente en un fragmento soluble de 35 kDa (CTF2), en la interfase entre la membrana
y el citosol, por el complejo presenilina-1/y-secretasa (Nakazora et al., 2010). En nuestros
resultados, observamos una disminucion significativa de los fragmentos C-ter de N-
cadherina, acompafada de un aumento correlativo de la forma completa de 135 KDa de esta
molécula de adhesion expuesta en la superficie celular, en NSC mutantes para Mmp24
(Porlan et al., 2014) o cuando las neuroesferas eran tratadas con un inhibidor farmacolégico
de ADAM10. Sin embargo, no se ha comprobado en este estudio la posible participacion
cooperativa de ambas metaloproteinasas. Si esta claro que la regulacién temporal de la
escision del ectodominio de la N-cadherina en la SEZ parece relevante para la movilizacion
de las NSCs durante la remielinizacion, tras la exposicion de los ratones a través de la dieta
a la droga desmielinizante cuprizona y, tal y como hemos demostrado en esta tesis, para la
activacion de las NSC durante la regeneracién de la SEZ en ratones tratados con el farmaco
antimitotico AraC (Klingener et al., 2014; Porlan et al., 2014).

Al igual que hemos demostrado en esta tesis para MT5, la expresion de ADAM10 se
ha descrito previamente en células de la SEZ de ratones adultos y la N-cadherina es diana de
su actividad enzimatica en diversos sistemas (Uemura et al., 2006; Demars et al., 2011; Lo

Sardo et al., 2012; Klingener et al., 2014). Es por esto que ADAM10 era un excelente
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candidato a formar también parte del mecanismo de regulacion de las uniones adherentes
gue mantienen a las células B-GFAP+ ancladas al nicho. El farmaco G1254023X, se ha
descrito ampliamente en el campo como un inhibidor especifico de la actividad enzimética
de ADAM10 (Muraguchi et al., 2007; Lo Sardo et al., 2012; Marcos et al., 2015), siendo
hasta 100 veces mas potente inhibiendo su actividad respecto a otras proteasas de la familia
de las disintegrinas (Hundhausen et al., 2003; Ludwig et al., 2005). En nuestro sistema, el
bloqueo farmacoldgico de la accidn proteolitica de ADAM10 promueve la acumulacion de
la forma completa de 135 kDa de N-cadherina, indicando que participa también en la
escision del ectodominio de N-cadherina en NSC. Ademas, en ensayos funcionales con
células de la SEZ result6 ser un potente promotor de la adhesion celular mediada por N-
cadherina: las NSC tratadas con el inhibidor de ADAM10 en presencia del anticuerpo
blogueante del dominio extracelular de la N-cadherina que, como hemos demostrado,
modula principalmente la capacidad de adhesion de las células B-GFAP+ (Porlan et al.,
2014), recuperan los niveles de adhesion de las NSCs que no han sido tratadas con el
inhibidor. Esto sugiere que ADAM10 participa en el mecanismo de anclaje de las NSC B-
GFAP al nicho para regular la transicion entre quiescencia y activacion. Ademas, nuestra
hipdtesis queda fuertemente reforzada por la descripcion reciente de que, tras una lesion
demielinizante, la sefalizacion mediada por el EGFR en la SEZ, promueve la activacién y
protedlisis de la N-cadherina por parte de la proteasa ADAM10, promoviendo la
proliferacion de los progenitores y su migracion hasta la region lesionada como mecanismo
de reparacién (Klingener et al., 2014). En nuestro caso, el estudio de la implicacion que la
falta total de ADAM10 podria tener para la biologia de las NSC in vivo, bien utilizando
inyecciones sistémicas del inhibidor G1254023X o bien utilizando modelos genéticos de
pérdida de funcion, complementaria muy bien los hallazgos presentados en esta tesis y sera

objeto de experimentacion futura en el laboratorio.

Las proteinas SFRP son conocidas por actuar como inhibidores de la via de Whnt,
debido a su interaccion directa con los ligandos Whnt a través de su dominio terminal CRD.
Sin embargo, recientemente se ha postulado que la proteina sFRP-1 interacciona con
ADAM10 con su otro extremo, el NTR, un dominio similar al que presentan los TIMPs,
reconocidos inhibidores de proteasas, para inhibir la actividad catalitica de la metaloproteasa
en retina (Esteve et al., 2011). EI mecanismo de accion propuesto implica la interaccion de
la sFRP-1 con el dominio rico en cisteinas de ADAM10, proximo a su dominio catalitico,
induciendo la inhibicion de ADAM10 a través de la competicion directa con sus sustratos
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(Esteve et al., 2011; Marcos et al., 2015). Durante el desarrollo neurogénico de la retina, se
produce una interaccion directa entre sFRP-1 y la proteasa ADAM10, provocando su
inhibicion y la regulacion indirecta de las uniones adherentes por N-cadherina 'y L1 (Esteve
et al., 2011; Marcos et al., 2015). Nuestros datos enzimoldgicos corroboran que el sSFRP-1
recombinante que hemos utilizado en este trabajo, funciona efectivamente como inhibidor
de ADAMI10, y que las NSC derivadas de animales con delecion de Sfrpl presentan niveles
inferiores de la forma completa de 135 KDa y mayor procesamiento proteolitico de N-

cadherina y una menor capacidad de adhesion mediada por ésta.

Durante el desarrollo embrionario, SFRP-1 se expresa abundantemente en regiones
neurogénicas como las eminencias ganglionares, el hipocampo o el epitelio olfativo
(Leimeister et al., 1998; Kim et al., 2001; Trevant et al., 2008) y en la etapa adulta, la
expresion se mantiene en la corteza, el hipocampo, los OB, los plexos coroideos y la SEZ
principalmente (nuestros datos y datos de Allen Brain Atlas). El patron de expresion sugeria
la posibilidad de que sFRP-1 pudiera comportarse como un factor soluble implicado en la
modulacion de las uniones adherentes de las B-GFAP+ a través de su habilidad para inhibir
a ADAM10 y formar parte del mecanismo de activacion de estas células. Nuestros datos han
demostrado que, tanto las propias NSCs como los plexos coroideos expresan abundantes
niveles del factor, sugiriendo un papel similar al que tiene en retina, en la regulacion de la
actividad de ADAM10 en NSC.

Los ensayos de pérdida de funcién, llevados a cabo con NSC de ratones con delecién
del gen Sfrpl, indican que, efectivamente, el déficit de SFRP-1 promueve la protedlisis del
ectodominio de N-cadherina, sin que ello implique cambios en los niveles de ARNm de
Cdh2 o Adam10. Por lo tanto, el aumento de los fragmentos intracelulares generados y la
bajada correlativa de los niveles de la forma completa de 135 kDa como consecuencia de la
protedlisis, indican que sFRP-1 es efectivamente un inhibidor de la actividad catalitica de
ADAM10 en NSC. En estos ensayos comprobamos ademas que el tratamiento con el factor
recombinante era capaz de revertir el defecto en adhesion mediada por N-cadherina
observado en las NSC nulas para sFRP-1, a la vez que se recuperan los niveles de la forma
completa de 135 kDa de N-cadherina.

En un modelo de regulacion fisioldgica de la proliferacion de las NSC por des-
adhesion, tal y como planteamos en esta tesis, la produccion local del factor por las NSCs

y/o cambios en el gradiente de concentracion en el CSF podria ser un mecanismo adicional
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de modulacion de la activacion o mantenimiento de la quiescencia mediante la inhibicion
local de ADAM10. En este sentido, la modificacion genética de sFRP-1 se traduce in vivo
en un fenotipo de activacion dependiente de dosis, ya que los mutantes nulos presentan un
mayor nimero de células B-GFAP+ activadas y los heterocigotos (datos no mostrados), con
un Unico alelo silvestre, muestran un fenotipo intermedio entre los ratones de genotipo
mutante nulo y silvestre. Los estudios in vivo realizados con los ratones nulos para sFRP-1
mostraron otro resultado interesante; la mayor actividad de las células B-GFAP+ encontrada
en los mutantes nulos conduce a una mayor neurogénesis pero no a una oligodendrogénesis
aumentada. Esto podria indicar que la adhesion no sélo est4d implicada en el paso de
quiescencia a activacion, sino que ademas modifica el destino de la divisidn. Sin embargo,
dado que en los estudios realizados en esta tesis modificando directamente los niveles de N-
cadherina, encontramos un incremento en la oligodendrogénesis similar al encontrado en la
neurogénesis (Porlan et al., 2014), nuestra interpretacion de este resultado es que es posible
gue no tengamos potencia estadistica con el tamafio muestral empleado para detectar un

cambio significativo en la oligodendrogénesis en los animales nulos para SFRP-1.

Se ha descrito ampliamente la actuacion de las sSFRP como antagonistas de la ruta de
sefializacion Wnt, mediante el secuestro de las proteinas Wnt por interaccion directa,
impidiendo que éstas interaccionen con los receptores de membrana Frizzled y/o LRP5/6 e
inicien la ruta de sefializacion mediada por [3-catenina/TCF/LEF (Leyns et al., 1997; Wang
et al., 1997; Xu et al., 1998). Ademas, la actividad catalitica de ADAM10 también actla
sobre los receptores Eph, EGFR vy el receptor Notch (Edwards et al., 2008; Esteve et al.,
2011), cuya proteolisis genera un fragmento intracelular con actividad transcripcional
(NICD) que una vez generado en la membrana plasmatica, se transloca al nucleo celular
donde forma un complejo con el factor de trascripcion RBP-J y activa la transcripcién para
promover la expresion de genes implicados en la autorrenovacion y el mantenimiento del
estado indiferenciado de las NSCs (Andreu-Agullo et al., 2009; Aguirre et al., 2010). Sin
embargo parece que el mecanismo principal por el que sFRP-1 modula el estado de
activacion y quiescencia de las NSC es a principalmente través de la regulacion de la
adhesion mediada por N-cadherina, ya que en ensayos de expresion génica en NSC nulas
para SFRP-1 no observamos diferencias significativas en los niveles de los mensajeros de las
dianas de NICD, Hesl y Hes5. En cuanto a la posibilidad de que el incremento en la
activacion de las NSC que encontramos en los ratones nulos para sFRP-1 pudiera estar
mediado por una sobre-activacion generalizada de la via de sefializacion de Wnt en el nicho,

114



Discusion

también quedo descartada al no encontrar diferencias en los niveles del ARNm de la ciclina
D1, diana directa de la via canonica de Wnt mediada por la B-catenina/TCF/LEF. La
activacion de la via de Wnt en la SEZ se ha asociado aquellas situaciones en las que sucede
un cambio en el modo de division de las células, para expandir el reservorio mediante
divisiones simétricas, estando silente en las SC en condiciones en las que éstas se estan
dividiendo asimétricamente (homeostasis). La via se activaria in vivo principalmente durante
la regeneracion subependimaria o la respuesta al accidente cerebrovascular (Piccin y
Morshead, 2011).

No esté claro como el procesamiento proteolitico y la des-adhesion celular podrian
regular el ciclo celular de las células B-GFAP+. Es posible que una perturbacion general de
la integridad del tejido conduzca a la hiperproliferacién. Sin embargo, la falta de MT5, que
no da lugar a la desorganizacion del tejido, produce el resultado opuesto y disminuye la
proliferacion, lo que sugiere que la adhesién mediada por N-cadherina podria regular
dinamicamente el estado de activacion de estas células. Este efecto podria ser el resultado
de una contribucion permisiva de la escisién de N-cadherina al ciclo celular, es decir, las
células son impulsadas a proliferar, pero la des-adhesion es un requisito previo para la
progresion. Alternativamente, la des-adhesion podria tener un efecto sefalizador. La
protedlisis regulada sitta a la N-cadherina dentro de una clase de receptores de superficie en
la que un fragmento intracelular es liberado por la actividad y-secretasa tras la accion de otra
proteasa, es decir, ADAM10 o MT5. Notch, la proteina precursora amiloide y Erb-B4
pertenecen a esta categoria de moléculas y se ha demostrado la actividad directa de los
fragmentos intracelulares de estas moléculas (Fortini, 2002). En el caso de la N-cadherina,
cuando se sobre-expresa el fragmento CTF2, éste transloca al ndcleo y estimula la
transcripcion de los genes de la ciclina D1 y B-catenina en las células de cresta neural pre-
delaminacion (Shoval et al., 2007). Ademas, el fragmento intracelular de N-cadherina puede
inducir aparentemente la degradacion del co-activador transcripcional, proteina de union a
CREB (CBP) (Marambaud et al., 2003; Andreyeva et al., 2012). Alternativamente, la
escision de la N-cadherina podria contribuir a la sefializacion a través de la liberacion de f3-
catenina de localizaciones de membrana al citosol, para funcionar fuera de las uniones
adhesivas en una via de sefializacion que transmite informacion desde receptores de Wnts al
nucleo celular en muchos tipos celulares diferentes (Heuberger y Birchmeier, 2010). Se sabe
que la B-catenina citoplasmatica influye en el equilibrio entre la proliferacién y la

diferenciacion de células precursoras neurales en diferentes partes del sistema nervioso
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adulto y en desarrollo, probablemente en respuesta a la sefializacion de Wnt (Chenn y Walsh,
2003; Zechner et al., 2003; Zhang et al., 2011). Los ratones transgénicos adultos que
expresan una forma estabilizada de B-catenina exhiben una SEZ agrandada, debido a la
proliferacion de TAPs e inhibicion de su diferenciacion en neuroblastos (Chenn y Walsh,
2003; Adachi et al., 2007; Bengoa-Vergniory y Kypta, 2015). La actividad potencial de la
B-catenina en las células B-GFAP+ es menos clara, ya que el analisis genético del reportero
en la SEZ ha indicado que la sefializacion de Wnt esta ausente en la mayoria de las NSC
adultas en condiciones homeostéticas (Piccin y Morshead, 2011) a pesar de que se han
referido efectos sobre esta zona de la manipulacion de la via de Wnt. Es por ello que la

elucidacion de estas cuestiones requerira mas experimentacion.

Las NSCs, como otras SC adultas, estan sujetas a regulacion por la integraciéon de
mecanismos intrinsecos con sefiales que se derivan de elementos de los nichos en los que
estas células residen. Nuestro conocimiento sobre la biologia del nicho se ha incrementado
notablemente en los Ultimos afios. Esta compresion puede ser decisiva a la hora de intentar
activar a nuestras SC para mejorar su potencial reparador o rejuvenecer nuestros tejidos.
También sera importante para el desarrollo de terapias dirigidas a tratar la desregulacion
tumorigénica de estas células en el ambito oncoldgico. Consideramos que los datos
aportados por el trabajo realizado en esta tesis doctoral contribuyen significativamente a este
campo. Nuestros datos indican que la adhesion celular es un elemento que debe ser también
tenido en cuenta y, dada su implicacién en la regulacion de la quiescencia-activacion, podria
ser interesante considerarlo como una diana para actuaciones terapéuticas en diversos

frentes.
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Figura 50. Esquema representativo del comportamiento de las NSC ante la ruptura de las uniones
adherentes mediadas por N-cadherina. (a) Estado proliferativo de las NSC en el nicho en condiciones
fisiolégicas. Se observan algunas NSC quiescentes ancladas al nicho mediante uniones N-cadherina con las
células ependimarias y las NSC activas han perdido las uniones adherentes para permitir su entrada en ciclo.
(b) El'incremento en la actividad enzimatica de las metaloproteasas MT5-MMP o ADAM10 favorece la ruptura
de las uniones adherentes mediadas por N-cadherina, lo que permite el desanclaje de las NSC y su entrada en
ciclo. (c) El bloqueo de la accién de las metaloproteasas, por disrupcion o inhibicion por factores de nicho
como sFRP-1, promueve el establecimiento de las uniones adherentes de N-cadherina y la quiescencia de las

NSC.

117



Conclusiones




Conclusiones

1. Las celulas B-GFAP+ interaccionan con otras células del nicho neurogenico

subependimario mediante uniones adherentes dependientes de N-cadherina.

2. Las uniones adherentes mediadas por N-cadherina de las células B-GFAP+y con las

células ependimarias participan en el mantenimiento de su quiescencia.

3. El mantenimiento de la integridad de las uniones adherentes mediadas por N-
cadherina en el nicho subependimario tiene consecuencias funcionales en neurogénesis y

oligodendrogénesis adultas.

4. La metaloproteinasa MT5-MMP modula la adhesién dindmica de las células B-
GFAP+ al nicho a través de la proteolisis regulada de la N-cadherina, participando en su

activacion en condiciones fisiologicas y de regeneracion.

5. La generacion y mantenimiento de las células B-GFAP+ subependimarias es

independiente de la actividad de la metaloproteinasa MT5-MMP.

6. La proteina secretada sSFRP-1 es un factor del nicho que actia como regulador
negativo de la actividad enzimatica de ADAM10, modulando la adhesion de las células B-

GFAP+ mediada por N-cadherina.

7. La proteina sSFRP-1 actla como un factor de quiescencia in vivo, pero la integridad y

el mantenimiento de las células B-GFAP+ en el nicho son independientes de éste.

8. La modulacién dinamica de la prote6lisis de la N-cadherina es un mecanismo de
regulacion fina del estado de activacion de las células B-GFAP+ subependimarias con

consecuencias en la actividad fisiologica de produccion de progenie diferenciada.
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