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Resumen

Las neuronas dopaminérgicas (DA) regulan una amplia variedad de comportamientos;
defectos en la funcién o supervivencia de estas neuronas dan lugar a patologias tan im-
portantes como el Parkinson. Todas las neuronas dopaminérgicas se caracterizan por la
expresion de una bateria de genes que codifican para un grupo de proteinas implicadas en
la sintesis, transporte y recaptacion de la dopamina y que en su conjunto denominamos
genes de la via de la dopamina. Por tanto, conocer los factores de transcripcion que acti-
van de forma directa la transcripcion de estos genes es el primer paso para descubrir las
claves de la diferenciacion terminal de las neuronas dopaminérgicas.

Los genes de la via de la dopamina estan altamente conservados a lo largo de la evolucion.
Estudios en el nematodo C.elegans han demostrado que tres factores de transcripcion,
CEH-20 (factor de la familia PBX), AST-1( factor de la familia ETS) y CEH- 43 (factor de
la familia Homeodominio) son necesarios para la diferenciacion terminal de las neuronas
DA. Estos factores actuan de forma coordinada uniéndose a las regiones reguladoras y
activando la expresion, no sélo de los genes de la via de la DA, sino de la mayor parte del
transcriptoma de la neurona dopaminérgica madura.

El sistema dopaminérgico en mamiferos se distribuye en nicleos del mesencéfalo, diencé-
falo y bulbo olfatorio. Sin embargo, en este proyecto nos hemos centrado en el estudio de
las neuronas dopaminérgicas del bulbo olfatorio ya que se trata de la poblaciéon mas an-
cestral en evolucion y ademas porque las neuronas DA del bulbo requieren para su correc-
ta diferenciacion los ortélogos para AST-1 y CEH-43 (ER81 y DLX2 respectivamente).
Nuestro principal interés en esta tesis por tanto, ha sido estudiar si homdlogos de CEH-20,
el tercer factor conocido en el gusano, participan de manera directa en la especificacion
dopaminérgica del bulbo en organismos superiores como el raton.

En mamiferos, existen cuatro miembros en la familia PBX: PBX1, PBX2, PBX3 Y PBX4.
El estudio de su expresion en el bulbo olfatorio, mediante inmunotinciéon doble con Tiro-
sina Hidroxilasa (marcador DA) y los factores PBX, determiné que tanto PBX1 (isoforma
la pero no 1b) como PBX2 se expresan en las neuronas DA del bulbo olfatorio de neo-
natos y adultos. El mismo estudio también revel6 que la expresion de PBX1a y PBX2 no
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es exclusiva de las neuronas DA sino que también se expresan en otras células de la capa
periglomerular asi como en la capa granular (capa mas interna) del bulbo olfatorio y otras
neuronas del cerebro. Analisis de expresion de la Tirosina Hidroxilasa en mutantes con-
dicionales para PBXI1 especificos del linaje dopaminérgico, mutantes nulos para PBX2 y
dobles mutantes, demuestran que PBX1 pero no PBX2 es necesario para la diferenciaciéon
de las neuronas DA del bulbo, tanto las generadas durante el desarrollo embrionario como
en el adulto.

Estudios de linaje celular, en el que las neuronas del linaje dopaminérgico quedan perma-
nentemente marcadas con la proteina verde fluorescente demuestran que, en los mutantes
para PBX1, las neuronas estan presentes pero no llevan a cabo su correcta diferenciacién
DA. Por otra parte, también se observd que un pequeiio porcentaje de las neuronas del
linaje DA en mutantes para PBX1 expresa ectopicamente Calretinina y/o Calbindina, dos
marcadores de otras subpoblaciones de interneuronas del bulbo olfatorio, sugiriendo un
cambio de destino celular de DA a otros linajes.

Ademas, hemos determinado que PBX1 regula la expresion de otros factores de transcrip-
cién necesarios para la diferenciacion dopaminérgica como MEIS2 y COUP-TF1. Asimis-
mo, los experimentos de electroporacion in vivo en ratones neonatos confirman que el
fenotipo observado en el bulbo olfatorio no es un efecto secundario derivado de posibles
defectos de proliferacion sino que es un fenotipo de diferenciacion terminal y que puede
ser rescatado de forma especifica por la isoforma PBX1a pero no por PBX1b. Ademas,
experimentos de sobreexpresion muestran que PBX1a y en menor medida PBX1b incre-
mentan la diferenciaciéon a neurona dopaminérgica en las células electroporadas, sugi-
riendo que en algunos contextos PBX1 es suficiente para inducir diferenciacion DA.

Finalmente, hemos detectado que PBX1 se une directamente a las secuencias cis regulado-
ras del gen Th apoyando un efecto directo de este factor sobre su expresion. De esta forma
proponemos a PBX1a como homologo funcional de CEH-20 reforzando asi la hipétesis de
una posible conservacidn evolutiva en la diferenciacion a neurona dopaminérgica entre
nematodos y mamiferos.



Summary

Dopamine signalling regulates a variety of complex behaviours and defects in dopami-
nergic neuron function or survival result in severe human pathologies such as Parkinson ‘s
disease. All dopaminergic neurons are characterized by the expression of a battery of genes
that code for a set of proteins required for the synthesis, release and re-uptake of dopa-
mine and all together are called the DA pathway genes. Therefore, understanding how
this set of genes are transcriptionally activated in a coordinated manner is the first step to
discover the clues of dopaminergic terminal differentiation.

Dopamine pathway genes are highly conserved throughout evolution. Studies in the ne-
matode C.elegans have shown that three transcription factors, CEH-20 (PBX transcrip-
tion factor family), AST-1 (ETS transcription factor family) and CEH-43 (Homeodomain
transcription factor family) are necessary for the terminal differentiation of DA neurons.
These factors act in a coordinated manner to bind the regulatory regions and activate the
expression not only of the DA pathway but of most of the mature dopaminergic neuron
transcriptome.

The dopaminergic system in mammals is distributed in nuclei of the mesencephalon,
diencephalon and olfactory bulb. However, in this project we have focused on the olfac-
tory bulb dopaminergic neurons since it is the most ancestral population and also because
it requires AST-1 and CEH -43 orthologs (ER81 and DLX2 respectively) for their correct
differentiation. Our main interest in this PhD project has therefore been to study whether
homologues of CEH-20, the third known factor in the worm, directly participates in the
dopaminergic specification of the bulb in higher organisms such as the mouse.

In mammals, there are four members in the PBX family: PBX1, PBX2, PBX3 and PBX4.

The study of its expression in the bulb, by double immunostaining against Tyrosine Hy-
droxylase (DA marker) and PBX factors, determined that both PBX1 (isoform 1la but not
1b) and PBX2 are expressed in neonatal and adult olfactory bulb DA neurons. The same
study also revealed that the expression of PBX1a and PBX2 is not exclusive to dopami-
nergic neurons and other cells of the periglomerular layer as well as in the granular layer
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(the most internal layer) of the olfactory bulb and other neurons of the brain also express
them. Expression analysis of Tyrosine Hydroxylase, the rate limiting enzyme for dopa-
mine synthesis, in PBX1 specific conditional mutants of the dopaminergic lineage, null
mutants for PBX2 and double mutants demonstrate that PBX1 but not PBX2 is necessary
for the differentiation to dopaminergic neuron of the bulb, both those generated at embr-
yonic stages as well as at adult stages.

Studies of cell lineage tracing in which the neurons of the dopaminergic lineage are per-
manently marked with green fluorescent protein demonstrate that, in PBX1 mutants, the
neurons are present but they are unable to differentiate into DA neurons.On the other
hand, it was also observed that a small percentage of the DA lineage neurons in mutants
for PBX1 ectopically express Calretinin and / or Calbindin suggesting a change in their
cell fate from DA to other lineages.

In addition, experiments indicated that PBX1 regulates the expression of other transcrip-
tion factors required for dopaminergic differentiation such as MEIS2 and COUP-TF1.
Moreover, in vivo electroporation experiments in neonatal mice confirm that the pheno-
type observed in the olfactory bulb is not an indirect effect derived from possible defects
in proliferation of progenitors but is due to terminal differentiation defects and that it can
be rescued specifically by the PBX1a isoform but not by PBX1b. Furthermore, overexpres-
sion experiments show that PBX1a and to a lesser extent PBX1b increase the dopaminer-
gic differentiation in electroporated cells.

Finally, we have detected that PBX1 directly binds to the cis regulatory sequences of the
Th gene supporting a direct effect of this factor on its expression. In this way we propose
PBXla as functional homolog of CEH-20 thus reinforcing the hypothesis of a possible
evolutionary conservation in the differentiation to dopaminergic neuron between nema-
todes and mammals.
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Introduccion

DIFERENCIACION TERMINAL NEURONAL

El sistema nervioso se compone de una extraordinaria diversidad de tipos neuronales que
se generan a tiempos especificos y en regiones concretas. Entender cémo estd programada
la generacidn de esta diversidad en un organismo es uno de los objetivos mas fascinantes
de la biologia. En vertebrados, estos estudios se han concentrado cldsicamente en la iden-
tificacién y manipulacion de la actividad (es decir, la eliminacidn o expresion ectopica)
de factores reguladores tales como factores de transcripcion o proteinas de sefializacion
(morfégenos). Gracias a estos trabajos, se conocen multitud de cascadas moleculares y
las redes que actian en el desarrollo y que permiten la diferenciacion especifica de las
neuronas (Guillemot, 2007; Jessel, 2000). Durante el desarrollo temprano una serie de
morfégenos como FGF, Shh, Wnt, BMP, PDGEF, 4cido retinoico, etc son secretados y
difunden formando gradientes de concentracion en el embrion responsables de la regio-
nalizacidn del sistema nervioso central (SNC) (Briscoe et al., 2000). En respuesta a estos
gradientes, los progenitores, inician la expresion de diferentes genes proneurales del tipo
hélice-bucle-hélice (PHLH) entre los que se incluyen Asc/l/ y miembros de la familia neu-
rogenina necesarios y suficientes para iniciar el desarrollo de linajes neurales (Briscoe et
al.,2000; Huang et al., 2015).

Sin embargo, aunque conocemos muchos de los FT necesarios para la correcta diferencia-
cién de distintos tipos de neuronas, desconocemos en gran medida cudles son sus dianas
directas y como interactiian entre si para generar y mantener la diversidad neuronal. La
generacion de los diferentes tipos de neuronas en el sistema nervioso es un proceso de
multiples etapas cuyo punto final es la expresion de distintas baterias de genes de di-
ferenciacion terminal, especificas del tipo de neurona, que determinan sus propiedades
funcionales.

Los genes de diferenciacion terminal (también denominados genes efectores o genes es-
tructurales) codifican para proteinas que definen las propiedades diferenciadas de una
neurona a lo largo de su vida ttil. Estas proteinas incluyen enzimas que median la sinte-
sis de neurotransmisores, transportadores que empaquetan neurotransmisores, recepto-
res de neurotransmisores localizados sindpticamente, canales i6nicos que determinan el
potencial de reposo de una neurona, moléculas que definen caracteristicas estructurales
tales como patrones de arborizacion dendritica y moléculas de adhesion sindptica. Estas
proteinas por tanto, forman una firma molecular que define de manera tnica la identidad
y funcionalidad de la neurona y que conforman en gran medida el transcriptoma de una
neurona madura. Aunque los componentes de los programas de expresion de las neuronas
adultas son flexibles y responden a condiciones externas especificas, un ejemplo de flexi-
bilidad seria la plasticidad sindptica, las caracteristicas fundamentales de identidad de la
neurona muestran poca variacion durante su vida post-embrionaria.

Es importante mencionar que, en general, ninguna de estas caracteristicas de identidad, es
decir, los productos de genes de diferenciacion terminal, son necesariamente exclusivos
de un tipo de neurona especifico; més bien, una combinacién tnica de genes es la que
define un tipo especifico de neurona (Hobert et al., 2010).
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Introduccion

Con este argumento en mente, el reto de la comprension de la diferenciacion neuronal
radica en el estudio de como la expresion de estos genes de diferenciacion terminal esta
regulada es decir, qué elementos cis reguladores y factores que actian en frans regulan la
expresion de estas combinaciones especificas de genes en la diferenciacion terminal de
cada tipo neuronal.

Los primeros estudios realizados en los afios ochenta y noventa sobre las regiones regula-
doras de los genes de diferenciacion terminal se elaboraron con genes reporteros expresa-
dos en lineas celulares o en cultivos primarios (Dennis et al., 1985; Chalfie M et al., 1994;
Moss et al., 1996). Sin embargo, dichos estudios eran dificiles de interpretar dado que
los factores reguladores a menudo difieren entre el contexto ex vivo y el contexto de di-
ferenciacion de la célula dentro del organismo. Por ello, la forma mds incisiva de realizar
estudios sobre la arquitectura reguladora de los programas de expresion génica es llevar
a cabo estudios in vivo, sin embargo esta aproximacion es técnicamente cara y dificil en
modelos animales complejos como el raton.

El uso de modelos animales alternativos y mds simples de manipular ha contribuido a un
avance en el conocimiento de los mecanismos reguladores que controlan la especificacion
neuronal. En concreto, la sencillez experimental que ofrece el nematodo Caenorhabditis
elegans (C. elegans), junto con el conocimiento preciso de la composicion celular de su
sistema nervioso, que contiene so6lo 302 neuronas, lo han convertido en una excelente
eleccion para investigar los mecanismos de regulacion en cis que controlan la expresion
de los genes de diferenciacion terminal.

“terminal

Otros
Auto-

Proteinas Via de sintesis receptores
de senalizacion ioni del neurotransmisor
Receptores Canales i6nicos ..' .
de neurotransmisores —n 1 H—> 0 > A —> :o ;. .
L ]
@
[ ] [ ]

Neurotransmisores

A Figura I1: Mecanismo de accion de los selecto-
res terminales. Esquema en el que se muestra como
los selectores terminales regulan directamente la ex-
presién de la bateria de genes de diferenciacion ter-
minal ( genes de la via de sintesis del neurotransmi-
sor, expresion de autoreceptores, canales de iones,
sintesis de protefnas de sefalizacion, expresion de
receptores para los neurotransmisores etc.) median-
te la unidn a sus regiones cis reguladoras (rectdngu-
los negros). Muchas veces los selectores terminales
también autoregulan su propiaexpresion (represen-
tado por la flecha circular). Figura adaptada de O.
Hobert, 2011.
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Introduccion

Una de las técnicas mas recurrentes para este tipo de estudios en C. elegans consiste en
la fusion de las secuencias reguladoras que controlan la expresion de los genes de dife-
renciacion terminal a la proteina verde de fluorescencia (GFP, del inglés Green Fluores-
cence Protein) como mecanismo para identificar los elementos necesarios de regulacion
especificos de cada tipo neuronal mediante ensayos mutacionales estindar (Wenick et
al., 2004).

Este tipo de andlisis ha revelado lo que parece ser un principio fundamental de la diferen-
ciacion neuronal terminal: la co-regulacion, es decir, la regulacion de la gran parte de los
genes efectores de un tipo neuronal a través de una secuencia reguladora en cis comun a
todos ellos (Hobert, 2011) (Figura I1). Debido a su accion directa y global en la regula-
cion de la diferenciacion terminal de un programa neuronal, estos factores de transcrip-
cion se han denominado selectores terminales (factor de transcripcidon o combinacion de
varios que directamente inicia y mantiene la expresion de genes efectores). Un ejemplo
descrito en C. elegans es el caso de la bateria de genes que determina el neurotransmisor
de cada tipo neuronal.

En las neuronas motoras GABAérgicas, la expresion de los genes que codifican para la
enzima que sintetiza GABA unc-25/GAD (del inglés Glutamic Acid Decarboxylase) y el
transportador vesicular GABA unc-47/VGAT (del inglés Vesicular GABA Transporter)
estan controlados por una secuencia reguladora en cis de K50 con sitios de union homeo-
dominio (Eastman et al., 1999).

Otro ejemplo son los genes que codifican para las enzimas necesarias en la sintesis de la
dopamina (DA) y que en su conjunto denominamos como los “genes de la via de la dopa-
mina”: cat-2/TH (del inglés Tyrosine Hydroxylase), cat-4/GTPCH (del inglés GTP-cy-
clohydrolase) y bas-1/AAAD (del inglés Aromatic Amino Acid Decarboxylase), cat-1/
VMAT (del inglés Vesicular Monoamine Transporter), dat- 1/DAT (del inglés Dopamine
Transporter), (Figura 12). Todos ellos comparten una secuencia cis reguladora formada
por sitios de union ETS, DLL y PBX que son necesarios para la diferenciacion terminal
de todas las neuronas DA ( Flames et al., 2009; Doitsidou et al., 2013).

0 0 HO NH,
OH s MO OH : D/\/
NH, ’ HO

HO Tirosina HO NH2 Aminoacido

Hidroxilasa Descarboxilasa

Tirosina (TH) L-Dopa (AAAD/DDC) Dopamina

A Figura 12: Ruta biosintética de la dopamina.
Esquema donde se muestra la hidroxilacién del ami-
nodcido tirosina por medio de la enzima tirosina hi-
droxilasa (TH) formdndose L-Dopa que es descar-
boxilada para formar el neurotransmisor dopamina.
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Introduccion

Este mecanismo de regulacion de la diferenciacion terminal también ha sido descrito en
otros invertebrados como por ejemplo en la diferenciacion de los fotoreceptores del ojo
en Drosophila Melanogaster. El ojo de la mosca se compone de 800 omatidios aproxi-
madamente, cada uno formado por 20 células entre las cuales se incluyen ocho fotorecep
tores (PRs del inglés Photoreceptors), R1-R8. La diferenciacion terminal de los distintos
PR tiene lugar al final del desarrollo de la retina y requiere de la activacion de genes es-
pecificos para la rodopsina (rh del inglés Rhodopsin) que permitirdn la deteccion de las
distintas longitudes de onda de la luz. (Cook et al.,2001). La expresion de los diferentes
rhs que determinaran los tipos de fotoreceptores esta regulada por unos sitios de union
del tipo homeodomonio altamente conservados presentes en los promotores de los genes
rhs a los cuales se une la homeoproteina Otd (del inglés Orthodenticle) (Tahayato et al.,
2003).

En vertebrados, el estudio de las regiones reguladoras es un poco mas complejo debido a
que los elementos cis reguladores pueden localizarse y espaciarse en distancias mayores.
Sin embargo, en los ultimos afos se han hecho grandes esfuerzos en identificar las se-
cuencias reguladoras activas en distintas regiones del cerebro, ya sea por transgénesis o
mediante el andlisis de estados especificos de la cromatina (marcas de histonas y acce-
sibilidad de cromatina) (Frank et al., 2015; Nord et al., 2013; Pattabiraman et al., 2014;
Silberberg et al., 2016; Visel et al.,2013).

Ademas, existen varios estudios que han demostrado que la diferenciacion terminal neu-
ronal en vertebrados también estd mediada por la regulacion coordinada de baterias de
genes a través de un numero pequefio de factores de transcripcion como por ejemplo el
papel de PET-1 en la diferenciacion serotonérgica. En raton, PET-1 es un factor con do-
minio ETS (T. Hendricks et al. 1999; Liu et al., 2010) cuya expresion define la mayoria,
si no todas, de las neuronas serotonérgicas del sistema nervioso central. Su delecion da
lugar a graves defectos en la diferenciacion serotonérgica: defectos en la expresion de
la maquinaria necesaria para la sintesis y el transporte de la serotonina, defectos en el
crecimiento de los axones hacia sus correctas dianas y defectos en sus propiedades elec-
trofisiologicas (Liu et al.,2010). Ademas, PET-1 regula directamente la expresion de una
multitud de genes de diferenciacion serotonérgica como por ejemplo la enzima limitante
de la sintesis de la serotonina, la triptéfano hidroxilasa y el transportador de serotonina (T.
Hendricks et al., 1999; T. J. Hendricks et al., 2003; Liu et al., 2010).

Otra caracteristica clave de los selectores terminales en invertebrados y vertebrados es
su expresion sostenida durante toda la vida de la neurona. Por tanto, esta observacion
sugiere que los selectores terminales pueden no sélo iniciar la expresion de los genes de
diferenciacion terminal, sino también mantener su expresion, de hecho existen varios
ejemplos tanto en invertebrados como en vertebrados que demuestran que la eliminacion
de estos factores en neuronas adultas maduras da lugar a defectos de mantenimiento de la
identidad de estas neuronas (Flames et al., 2009; T. J. Hendricks et al., 2003; Laguna et
al.,2015; Song et al.,2011) .
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DIFE,RENCIACI(')N TERMINAL DE LAS NEURONAS DOPA-
MINERGICAS EN C.elegans

La dopamina es una catecolamina utilizada como neurotransmisor por una amplia va-
riedad de animales, incluyendo tanto vertebrados como invertebrados. En mamiferos,
este neurotransmisor cerebral tiene un papel destacado en funciones relacionadas con
la cognicion, el movimiento voluntario, la motivacion, drogo-adicciéon y la recompensa
(Shankar er al., 2005; Flames et al., 2011).

Las neuronas dopaminérgicas sintetizan dopamina a partir del aminodcido aromatico ti-
rosina (Figura I13), la dopamina se concentra en vesiculas mediante un transportador ve-
sicular de monoaminas y es liberada a la hendidura sindptica. Tras ejercer su accion, la
dopamina es recaptada a través de un transportador especifico para su posterior reciclaje
o degradacién (Flames et al., 2011).

Defectos en la funcién o en la supervivencia de estas neuronas dan lugar a patologias
humanas tan importantes como por ejemplo el Parkinson. Tanto las neuronas DA como
los genes de la via de la dopamina estdn altamente conservadas en evolucion (Figura 13).

<« Figura I3: Genes de la via de la sintesis de la
dopamina. Representacion del terminal sindptico
de una neurona dopaminérgica. En rojo se indican
los genes de C.elegans y en negro la proteina de ra-
ton. TH: tirosina hidroxilasa; GCH1: GTP ciclo hi-
drolasa; AADC: aminoacido decarboxilasa; VMAT:
transportador vesicular de monoaminas; DAT:
transportador de dopamina; Tyr: tirosina; Dopa: di-
hidroxifenilalanina; DA: dopamina. Modificado de
(Flames & Hobert, 2011).

DAT _
dat-1

Trabajos previos de nuestro laboratorio identificaron en C.elegans, una secuencia cis re-
guladora, conocida como secuencia DA, comun en los cinco genes de la via de la do-
pamina (cat-2/TH, cat-4/GTPCH, bas-1/AAAD, cat-1/'VMAT y dat- 1/DAT) y que es
necesaria para que los cinco genes se expresen en las ocho tnicas neuronas DA que tiene
el nematodo en el sistema nervioso hermafrodita ( Flames et al., 2009; Doitsidou et al.,
2013) (Figura 14).

Los estudios también revelaron que la region cis reguladora es reconocida por una com-
binacion de tres factores de transcripcion: AST-1 ( factor de la familia ETS con dominio
ETS), CEH-20 (factor de la familia PBX con homeodominio) y CEH-43 (factor de la fa
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milia DLX con homeodominio) necesarios para la correcta diferenciacion terminal de las
neuronas dopaminérgicas en gusano (Figura I4). Finalmente, observaron que en mutantes
para los factores de transcripcion AST-1, CEH-20 y CEH-43 las neuronas se generaban
y expresaban marcadores pan-neuronales pero mostraban defectos en la diferenciacion
terminal DA (Doitsidou et al., 2013).

Estos factores por tanto, actian de forma coordinada uniéndose a las regiones regulado-
ras para iniciar y mantener la expresion del transcriptoma DA incluyendo los genes que
codifican para las enzimas de biosintesis de la dopamina.

9
TH
—> | car2 I ooy Tyr |
[ GCP; DOPA k
cat-
—p - - t4
Factores de | o | SADC% - \\‘
transcripcion as-T SEDA
Promotores de la VMAT_/
via de la dopaminal: —F—p | bast cat 1/ ® '\\
/ s
~ R

A Figura I4: Figura 4. Cédigo combinatorio de
factores de transcripcion responsable de la dife-
renciacion terminal de las neuronas dopaminér-
gicas en C. elegans. Las secuencias reguladoras de
los genes de la via de la dopamina contienen sitios
de unioén para estos tres factores (representados por
cuadros verdes (PBX), rojos (ETS) y azules (HD)

Curiosamente, en vertebrados, la funcién de AST-1 y de CEH-43 en la diferenciacién
terminal dopaminérgica parece haberse conservado. Ratones mutantes del homélogo de
ast-1 (Er81/Etvl) muestran defectos en la poblaciéon DA del bulbo olfatorio (BO). Sin
embargo, ni el resto de poblaciones del BO ni la densidad celular ni la proliferaciéon va-
riaron entre animales mutantes y controles (Flames et al., 2009). Tampoco se observé un
incremento en la muerte celular.

Por tanto, ER81 probablemente afecte a los tltimos estadios de diferenciaciéon dopami-
nérgica en el BO, de hecho se ha visto que ER81 se une a la regién reguladora del gen Th
(John W. Cave et al., 2010). Finalmente, otro indicativo de la conservacion de la funcion
de AST-1 y ER81 se muestra con el rescate del fenotipo mutante para AST-1 con la ex-
presion de ER81 en gusanos transgénicos.
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Por otra parte, ceh-43 es homodlogo de DIx2. Durante el desarrollo DLX1, 2,5y 6 se ex-
presan en los progenitores, en las células migradoras y en las neuronas maduras del BO
(Eisensat ef al., 1999), y el mismo patron se mantiene en adulto (Saino-Saito et al., 2003;
Allen et al.,2007; M. S. Brill et al., 2008).

Mutantes nulos para DLX2 muestran defectos tempranos en la diferenciacion de las neu-
ronas del BO y una reduccion en el nimero de células que expresan TH (Qiu e al., 1995).
Ensayos de sobreexpresion mediante inyecciones retrovirales de DLX2 muestran un au-
mento en el nimero de neuronas dopaminérgicas del BO, indicando su papel en la gene-
racion de estas neuronas. Por tanto, DLX?2, podria ser el homdlogo funcional en ratén de
ceh-43.

Dado que dos de los tres factores de transcripcion descritos como reguladores de la dife-
renciacion terminal DA en C.elegans tienen homologos funcionales en raton (ast-1/Er81
y ceh-43/DIx2), estos resultados sugieren que la diferenciacion terminal DA en raton
podria seguir los mismos mecanismos definidos en C.elegans.

Sin embargo, al inicio de este proyecto se desconocia si los factores PBX (homologos del
gen C.elegans ceh-20 que actua junto con ast-1 'y ceh- 43) tienen algun papel en la dife-
renciacion de las neuronas DA del BO, asi como su posible interaccion con ER81 y DLX2
(Tabla I1). Por tanto, el objetivo principal de esta tesis ha sido estudiar si algin miembro
o miembros de la familia de los PBX participa en la diferenciacion terminal DA del BO.

Tabla I1. Conservacion evolutiva de los factores de transcripcion que regulan los genes de la via de la
dopamina en C.elegans.

Tipo de factor de Homélogo funcional en
Gen en C.elegans i s .
transcripcién ratén
ast-1 ETS Er81
ceh-43 HD DIx2
ceh-20 PBX Pbx (?)

La poblaciéon DA del cerebro de mamiferos constituye un grupo de células funcional y
anatdmicamente muy heterogéneo que tienen en comun la expresion de los genes de la
via de la DA (Cave et al., 2009; S J Chinta et al., 2005; Flames et al., 2011) (Figura I5).
En el cerebro adulto de los mamiferos, las neuronas DA se localizan principalmente en el
area ventral tegmental (VTA) y en la substantia nigra pars compacta (SN) del mesencé-
falo, en el nicleo arcuato del hipotdlamo del diencéfalo y en el bulbo olfatorio (BO) del
telencéfalo.
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Las neuronas de la SN estan implicadas en el control motor mientras que las DA de la
VTA regulan comportamientos como la recompensa, la motivacion, la cognicién y la
adiccion. Por el contrario, las DA del BO son necesarias para el procesamiento de la in-
formacion del olor procedente de las neuronas receptoras olfatorias.

En este estudio nos hemos centrado en las DA del BO por ser las mds ancestrales evo-
lutivamente y porque trabajos previos han mostrado la expresion y funcionalidad de los
homologos de dos de los tres FT identificados en C.elegans, ER81 y DLX2 en dicha po-
blacién dopaminérgica.
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A Figura I5: Neuronas dopaminérgicas en el
cerebro de ratén. Representacion sagital del cere-
bro adulto de ratén donde se muestran los distin-
tos nucleos de neuronas dopaminérgicas (verde):
bulbo olfatorio; ATV, drea tegmental ventral; SN,
sustancia negra; NA, nicleo arcuato. Figura adap-
tada de GENSAT Project at Rockefeller University,
http://www.gensat.org/imagenavigator.jsp?ima-
gelD=39938.
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EL BULBO OLFATORIO EN RATON

3.1. Estructura y organizacion del bulbo olfatorio adulto

El bulbo olfatorio es la estructura del telencéfalo de los vertebrados implicada en la per-
cepcidn de los olores. Anatomicamente estd dividida en dos estructuras distintas: el bulbo
principal y el bulbo accesorio. El bulbo principal presenta una organizaciéon laminar dis-
puesta a modo de capas concéntricas. Siguiendo el orden desde las capas mds superficia-
les hacia las mds profundas encontramos las siguientes: capa glomerular (PGL del inglés
Periglomerular Layer), capa plexiforme externa (EPL del inglés External Plexiform La-
yer), capa de células mitrales (MCL del inglés Mitral Cell Layer), capa plexiforme interna
(IPL del inglés Internal Plexiform Layer) y finalmente la capa granular (GCL del inglés
Granular Cell Layer) (Figura I6A).

Cada una de estas capas estd compuesta por diversos tipos celulares. Este conjunto de
capas y células se integra en un complejo circuito neural en el que los axones de las neu-
ronas sensoriales olfativas (OSN del inglés Olfactory Sensory Neurons), situadas en la
mucosa de la cavidad nasal, establecen sinapsis en un drea de estructuras esféricas, deno-
minadas glomérulos, que constituyen la capa glomerular.

Cada neurona sensorial olfativa expresa un solo tipo de receptor (Chess et al., 1994) y
todas aquellas que expresan el mismo receptor proyectan a un sélo glomérulo en el BO
(Mombaerts et al., 1996; Ressler et al., 1994); de esta manera, cada olor activa una com-
binacién de neuronas sensoriales olfativas y por tanto de glomérulos.

Las neuronas alrededor de los glomérulos se denominan células juxtaglomerulares (JG)
y morfoldgicamente se dividen en tres tipos: células periglomerulares (PG), células en
penacho (ETC del inglés External Tufted Cells) y células superficiales de axén corto (sSA
del inglés Superficial Short Axon Cells). (Figura I6B).

Las células PG se caracterizan por tener el soma mds pequeiio de los tres tipos celulares
(5-10pm de didmetro) y por lo general proyectan sus dendritas a un dnico glomérulo sélo
ocasionalmente, proyectan a varios. (Pinching et al., 1971a, 1971b). Este grupo engloba
a los tres principales tipos de interneuronas de la PGL: las neuronas dopaminérgicas que
expresan la enzima Tirosina Hidroxilasa (TH+), y las que expresan proteinas de unién a
calcio, las calretinina (CR) y las calbindina (CB) positivas (Parrish-Aungst et al., 2007).

La expresion de CR, CB y TH es excluyente lo que sugiere que cada uno de los marca-
dores corresponde a un subtipo especifico de interneurona (Kosaka et al., 2005). Estas
neuronas establecen sinapsis con las neuronas de proyeccion, entre ellas mismas y en oca-
siones, conectan directamente con las neuronas sensoriales olfativas del epitelio olfativo
(Kosaka et al. 1998). Todas ellas son GABAérgicas es decir, expresan y liberan GABA,
principal neurotransmisor inhibidor del sistema nervioso central sintetizado por la dcido
glutdmico descarboxilasa (GAD del inglés Glutamic Acid Decarboxylase) (Kosaka et al.,
2007; Sawada et al., 2011).
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Existen dos genes que codifican para la 4cido glutdmico descarboxilasa, GAD67 y GAD65
sin embargo, casi todas las TH+ (85%) son GAD67+ aunque las células TH+/GAD67+
representan menos de un 20% del total de las células GABAérgicas de la PGL. Por el
contrario, menos de un 7% de las GAD65+ expresan TH+ (Parrish-Aungst et al., 2007).
Adicionalmente, las células TH+ también utilizan dopamina como neurotransmisor y jun-
to con los otros dos tipos de células PG (CR y CB) son las responsables de la inhibicion
intraglomerular (Wachowiak et al., 2006).

Por otra parte, las células sSA muestran un soma ligeramente mayor al grupo anterior
(8-12um de diametro) y pueden clasificarse en células sSA clasicas y células sSA TH+/
GADG67+. Las clasicas, extienden sus dendritas hacia el espacio interglomerular alcan-
zando uno o dos glomérulos como maximo y establecen sinapsis con células de proyec-
cion, entre ellas mismas y células PG mientras que las células TH+/GAD67+, abarcan un
numero superior de glomérulos (a diferencia de las TH+/GAD67+ del tipo PG anteriores
que solo extendian sus dendritas a un glomérulo) y unicamente establecen sinapsis con
células en penacho ( Pinching et al., 1971a, 1971b; Aungst et al., 2003) . Ademas, como
el propio nombre indica, el segundo grupo, incluye células TH+/GAD67+ que liberan
GABA y DA como neurotransmisores sin embargo, se desconoce que marcadores y que
neurotransmisores caracterizan al primer grupo. Tampoco se conoce la funcion del grupo
de las sSA clésicas pero se ha publicado que las TH+/GADG67+ serian las responsables de
la inhibicién entre glomérulos (Kiyokage ef al., 2010). Actualmente se desconoce ningtin
marcador molecular que distinga las células sSSA TH+/GAD67+ de las células PG TH+/
GAD67+.

Finalmente, las células en penacho, presentan el soma mas grande de los tres tipos (10-
15um de diametro) y se clasifican en dos grupos: las células en penacho que no presentan
dendritas secundarias con el soma localizado en el espacio interglomerular y las células
en penacho con dendritas secundarias con el soma ubicado entre la capa PGL y la EPL.

Las dendritas de ambos grupos, al igual que sucede con las PG suelen proyectar a un tuni
co glomérulo y de manera excepcional pueden proyectar a mas de uno. Otra caracteristica
del grupo sin dendritas secundarias es que expresa VGLUT2 y VGLUT3 sin embargo,
por el momento se desconocen marcadores para el segundo grupo (Macrides et al., 1982;
Liu et al., 1994). Estas células establecen sinapsis con células PG, células sSA, con neu-
ronas olfativas sensoriales, con granulares (las que poseen dendritas secundarias), con
mitrales y entre ellas mismas.

Las células en penacho, liberan glutamato y GABA (las que expresan VGLUT?3) y unica-
mente las que tienen dendritas secundarias utilizan CCK y vasopresina como neurotrans-
misores (Liu et al., 1994; Panzanelli et al., 2005; Tobin et al., 2010). Este grupo de células
es el responsable de transmitir sefiales excitatorias dentro de un glomérulo.

Concretamente, el segundo subgrupo junto con las células mitrales, los dos tipos de neu-
ronas de proyeccion del BO, conectan circuitos asociados a glomérulos con el mismo tipo
de receptor y envian sus axones a la corteza olfativa (Nagayama et al., 2014; Tatti et al.,
2014)(Figura 16B).
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Por dltimo, la capa granular , que a diferencia de la PGL muestra menos tipos morfol6-
gicos diferentes entre los que se encuentra la poblacion de células granulares profundas,
que inervan a las neuronas de proyeccion de la MCL y una segunda poblacion de células
granulares mas superficiales (entre las que se encuentran las interneuronas CR+/GABA+)
las cuales establecen sindpsis con las neuronas en penacho de proyeccion (Orona E et al.,
1984; Greer CA., 1987; Batista- Brito et al., 2008).

¥ ¥ ¥ X Y . .
¥ Neuronas sensoriales olfactivas

r'H >\
célula PG

célula sAC

célula en penacho
CPE

™M célula mitral
CPI
CG célula granular

A Figura 16. Organizacion y funcionamiento del
bulbo olfatorio. (A) Representacion de las diferen-
tes capas del bulbo olfatorio. PGL, capa periglo-
merular; EPL capa plexiforme externa; MCL, capa
mitral; IPL, capa plexiforme interna; GCL, capa
granular; SEZ, zona subependimal. (B) Representa-
cioén esquematica de la red neuronal del bulbo olfa-
torio, imagen obtenida de (Nagayama et al., 2014).

3.2. Eminencias ganglionares y formacion del BO

Durante el desarrollo embrionario, las eminencias ganglionares o primordios estriatales
son las tres principales zonas proliferativas que se encuentran en el subpalium o parte
ventral del telencéfalo: la eminencia ganglionar medial (EGM), la eminencia ganglionar
lateral (EGL) y la eminencia ganglionar caudal (EGC). Las tres regiones constituyen
fuentes celulares que contribuyen en gran medida a la formacion de distintas estructuras
cerebrales (Figura 17).
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Cada una de ellas presenta diferencias en su anatomia, en los marcadores moleculares que
las caracterizan y en el patron de migracion de las células que producen. La EGM y EGL
son las mas estudiadas, aportan células a los ganglios basales (estriado y globus palidum)
mediante migracion radial, y por migracion tangencial son la fuente de la mayoria de las
interneuronas de la corteza, del hipocampo (por parte de la EGM) y del BO (por parte del
a EGL).

La EGC, por su parte, contribuye a poblaciones especificas de interneuronas, al estriado
y a zonas especificas del sistema limbico (Yozu et al., 2005). La EGM y la EGL son tam-
bién una fuente importante de oligodendrocitos.

En el BO, las interneuronas granulares y periglomerulares se generan a partir de la EGL,
mientras que el resto de neuronas se originan a partir de las células neuroepiteliales loca-
les (Anderson et al., 2001; Wichterle et al., 2001)

<« Figura I7: Eminencias ganglionares de ratén.
Representacion coronal del cerebro embrionario de
ratén donde se muestran las eminencias gangliona-
res lateral y medial, el palio y el septum. Modifica-
do de Alvarez-Buylla et al., 2008.
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3.3. Neurogénesis adulta en la zona subventricular (SVZ)

Una caracteristica muy particular de las interneuronas GABAérgicas del bulbo, inclu-
yendo las dopaminérgicas, es que contindan generdndose a lo largo de toda la vida del
animal, constituyendo uno de los pocos casos de neurogénesis adulta en el cerebro (Al-
varez-Buylla et al., 1995).

Las nuevas neuronas se generan a partir de células madre neurales adultas ( NSCs del
inglés Neural Stem Cells) ubicadas en la pared del ventriculo lateral (VL) de la zona
subventricular (SVZ del inglés Subventricular Zone) que dan lugar a neuroblastos que
migran al BO siguiendo el denominado camino migrador rostral (RMS del inglés Rostral
Migratory Stream) hasta terminar diferencidndose en interneuronas del BO (Doetsch et
al., 1999; Luskin, 1993) (Figura I8A).

BO
A w/

.

v/

Diferenciacion \J

Migracién

Prolifereracion

N T % ® .o

Nleurona. Neuroblasto TAP NSC Identidad
diferenciada celular

A Figura I8: Generacion de neuronas del bulbo
olfatorio. (A) Representacion sagital de cerebro
adulto, donde se muestra como las neuronas inma-
duras generadas en la SVZ migran a través del RMS
hacia el bulbo olfatorio. La migracion se realiza a
través de unas estructuras gliales, denominadas
gliotubos. Una vez alcanzado el bulbo, las nuevas
neuronas migran radialmente hacia las capas corres-
pondientes donde se diferencian en neuronas granu-
lares y periglomerulares modificado de (Abrous et
al., 2005). (B) Representacién tridimensional de la
SVZ, Células B (azul), células C (verde), células A
(rojo). En la imagen se representa como las células
B tienen un proceso basal que termina en los vasos
sanguineos. Imagen obtenida de (Mirzadeh et al.,
2008).
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3.3.1. Organizacion celular de la zona subventricular adulta y generacion de neuro-
nas dopaminérgicas del BO

La citoarquitectura y organizacion de la SVZ han sido ampliamente estudiadas por ser
la zona mds neurogénica del cerebro adulto de mamiferos, generando diariamente unas
30.000 células (Lois C et al., 1994). En la actualidad sabemos que esta region contiene
al menos cuatro tipos celulares que difieren en cuanto a su morfologia, ultraestructura y
marcadores moleculares (Doetsch et al., 1997): células ependimarias ciliadas (células de
tipo E) que participan en la circulacion del liquido cefalorraquideo, astrocitos de division
lenta (células de tipo B) que funcionan como NSCs y que actiian como progenitores pri-
marios dando lugar a una poblacion celular de division rapida (células de tipo C, TAPs,
del inglés Transit-Amplifying cells,) que actian como progenitores intermedios (Figura
I8 B) (Doetsch et al., 1999) . Las células tipo C dan lugar a oligodendrocitos que migran al
cuerpo calloso, fimbria y estriado (Menn et al., 2006; Jackson et al.,2008) y a neuroblas-
tos inmaduros (células tipo A), los cuales migran tangencialmente hacia el BO formando
agregados de células, denominados cadenas, que se mueven por el interior de estructuras
tubulares formadas por procesos astrocitarios, conocidos como gliotubos (Gerdes et al.,
1984; Lois et al., 1996; Jankovski et al., 1996; Okano et al., 2008; Kaneko et al., 2009).
Una vez llegan al BO, los neuroblastos se separan de las cadenas y migran radialmente,
hasta alcanzar su destino final donde se diferencian en dos grandes tipos de interneu-
ronas: la inmensa mayoria son las GABAérgicas, que se integran en la capa granular y
glomerular y una pequena proporcion dard lugar a neuronas glutamatérgicas de la capa
juxtaglomerular ( Lledo et al., 2006; Merkle et al., 2007; Brill et al., 2009) (Figura I8).

3.3.2. Heterogeneidad de la SVZ

A pesar de que el conjunto de NSCs de la SVZ da lugar a nuevas interneuronas olfatorias,
existe una gran heterogeneidad espacial responsable de la generacion de los diferentes
subtipos neuronales del BO. Inicialmente, se pensaba que la zona neurogénica adulta es-
taba restringida a la parte mas rostral de la pared del ventriculo orientada hacia el cuerpo
estriado (pared lateral) (Luskin, 1993). Sin embargo, estudios mas recientes muestran
como la pared orientada hacia el palio (pared dorsal) y la pared orientada hacia el septum
(pared medial) también contribuyen a la neurogénesis (Merkle et al., 2007; Young et al.,
2007).

Cada pared del ventriculo lateral deriva de una region distinta del telencéfalo embrionario
y da lugar a un subtipo neuronal distinto; asi, la pared dorsal derivada del palio genera
interneuronas periglomerulares TH positivas (neuronas dopaminérgicas), GCs superficia-
les y una pequena proporcion de células juxtaglomerulares glutamatérgicas (Fernandez
etal.,2011; Merkle et al., 2007; Young et al.,2007), la pared lateral deriva del subpalio,
que contiene dos zonas con gran actividad proliferativa la eminencia ganglionar lateral
(EGL) y la eminencia ganglionar medial (EGM), y da lugar a células CB+ de la PGL y a
las interneuronas de la GCs profundas (Fernandez et al., 2011; Merkle et al., 2007), por
ultimo, la pared medial deriva del septum y genera principalmente células CR+ tanto GCs
como PGCs (Fernandez et al., 2011; Merkle et al., 2014; Merkle et al., 2007).
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Recientemente se ha visto que la parte rostro-ventral genera interneuronas que se in-
tegran en la EPL y en la capa mitral. Estas interneuronas han sido identificadas como
“Deep branching GCs” y “perimitral GCs”, “shrub GCs” y “satellite cells” (Merkle et
al.,2014; Luis C Kessaris et al., 2014), (Figura I9A-D).

Pared | ‘
Dorsal |

Pared R\

Lateral = Pared

Medial
svz svz svz
Dorsal Lateral Medial
-------- .. TH*PGL ¢ Emxt ngz ,'"lPax6\'.l
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A FiguraI9: Heterogeneidad espacial dela SVZ.
(A) Las paredes de la SVZ (derecha) derivan de
sus equivalentes embrionarios (izquierda). Pallium
(rojo), eminencia ganglionar lateral (LGE) y emi-
nencia ganglionar medial (MGE) (Verde), septum
(azul). (B) La localizacién de las NSCs dicta el tipo
neuronal que se va generar, representacion esque-
madtica de una seccién coronal de la SVZ. En gene-
ral la parte mds dorsal y medial da lugar a neuronas
que se integran en capas mds superficiales del BO,
mientras que la pared lateral (donde la actividad
neurogénica se puede observar en dreas mucho mas
caudales) da lugar a neuronas mds profundas. CR,
calretinina; CB, calbindina; TH+, Tirosina hidroxi-
lasa; PGCs células periglomerulares; GCs células
granulares, VL ventriculo lateral. (C) Expresion de
los factores de transcripcidn en las distintas zonas
de la SVZ. Figura modificada de (Fiorelli, Azim,
Fischer, & Raineteau, 2015).
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Por tanto, la gran diversidad de NSCs presente en la SVZ viene determinada por el ori-
gen embrionario, por sefiales externas que vienen del liquido cefalorraquideo, células
ependimarias, vasos sanguineos, matriz extracelular que inducen la expresion de distintos
factores de transcripcion en distintos progenitores.

Dependiendo de la posicion que ocupan las NSCs en las distintas paredes ventriculares
éstas expresan un codigo genético que viene especificado por una combinacion determi-
nada de factores de transcripcion. Los FT Neurog2 y TBR2 estan implicados en especi-
ficar las células glutamatérgicas (VGLUT2+) y su expresion queda restringida a la pared
dorsal (Brill ez al., 2009). Los FT Pax6 y Meis2 también se expresan mayoritariamente en
la pared dorsal y en algunas células de la pared lateral, participando en la especificacion
del fenotipo TH+ y GCs superficiales (Agoston et al., 2014; Hack et al., 2005; Kohwi,
2005).

El linaje Emx1, genera neuronas granulares superficiales principalmente interneuronas
CR asi como las interneuronas dopaminérgicas y su expresion queda restringida a la
pared dorsal y medial (Young et al., 2007). Los FT DLX2 y GSH2 se expresan en los
progenitores de la pared lateral, DLX2 trabaja en conjunto con PAX6 para especificar la
poblacion TH+ ( Brill ez al., 2008), mientras que GSH2 da lugar a las interneuronas CB+
(Young et al., 2007).

Los progenitores que se encuentran en la parte mas ventral expresan el FT NKX6.2 y dan
lugar a las interneuronas de la capa EPL y MCL (Merkle et al., 2014) (Figura 19 C). El
FT SP8 se expresa a lo largo de toda la pared del ventriculo de la SVZ y participa en la
generacion de las interneuronas del BO principalmente de las CR+ y las GABAérgicas no
dopaminérgicas (Waclaw et al., 2000).

Por otra parte, los progenitores de la eminencia ganglionar lateral, DLX+/ER81+, se-
gun trabajos de Stenman y colaboradores contribuyen a la generacion de interneuronas
del BO. En la misma publicacion también muestran que durante el desarrollo, ER81 se
expresa en la zona dorsal de la EGL (Yun et al., 2001), en la ZV del palioventrolateral,
en la porcion medial de la MGE y en el palio y que en estadios postnatales mantiene su
expresion en SVZ (Stenman et al., 2003).

Ademas de esta heterogeneidad espacial, también existe una heterogeneidad temporal.
En general, las interneuronas empiezan a generarse entre el dia 12 y 14 del desarrollo
embrionario (Stenman et al., 2003; Tucker er al., 2006; Wichterle ef al., 2001).

Existe cierta controversia sobre el momento de generacion de las distintas interneuronas
periglomerulares, asi, ensayos con injertos homocronicos y heterocronicos muestran que
las neuronas CB+ se generan en estadios del desarrollo embrionario mds tardios, mientras
que las neuronas CR+ y TH+ se generan principalmente durante el desarrollo postnatal y
el adulto (De Marchis et al., 2007).

Por otro lado, en otro trabajo se muestra que las células TH+ se generan en estadios
tempranos del desarrollo, con un pico de produccion en el dia embrionario 12; por el
contrario, las calbindinas se generan en los ultimos estadios del desarrollo, con un pico
entre el dia embrionario 15 y 17, y las calretininas principalmente durante el desarrollo
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postnatal. En este mismo trabajo se muestra que a dia postnatal O las tres poblaciones
se generan por igual (Batista-Brito et al., 2008). Posteriormente se ha observado que
existen dos poblaciones de neuronas DA en el BO, las generadas de forma temprana en
el embrion y aquellas que se generan durante la vida adulta. Curiosamente, parece que
ambas poblaciones son morfoldgica y molecularmente distintas, las neuronas generadas
durante el desarrollo embrionario suelen tener somas mas grandes y no expresan el factor
de transcripcion COUP-TF1 mientras que las generadas en el adulto suelen presentar un
soma menor y expresan COUP-TF1 (Haldsz N, 1990 ;Baker et al., 1983).

A pesar de las diferencias entre los distintos trabajos, todos ellos muestran que los dife-
rentes subtipos de interneuronas no se generan de forma uniforme durante el desarrollo
embrionario y vida adulta sino que se generan preferentemente en una ventana temporal
concreta y continian generandose de forma uniforme durante la vida adulta.
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DIFEREI)ICIACI(')N TERMINAL DOPAMINERGICA EN EL BO
DE RATON

4.1. Factores de transcripcion reguladores de la diferenciacion DA

Como se ha descrito anteriormente, ER81 y DLX2 son dos FT implicados en la dife-
renciacion terminal a neurona DA sin embargo, no son los tnicos, otros factores como
PAX6, MEIS2 y COUP-TF1 también son necesarios para una correcta diferenciacion
dopaminérgica en el BO. PAX6 es un FT de la familia Paired box (PAX) que se expresa
en los progenitores de las interneuronas del bulbo olfatorio, en una subpoblacién de neu-
roblastos migradores y en la PGL donde principalmente se expresa en neuronas dopami-
nérgicas (Haba et al., 2009; Stoykova et al., 1994).

La pérdida parcial o total de PAX6 causa una reduccién en el nimero de neuronas DA
del BO (Hill et al., 1991; Dellovade et al., 1998; Hack et al., 2005; Kohwi, 2005). Pos-
teriormente, se ha descrito que PAX6 es un factor de transcripcién esencial para inhibir
la muerte celular de las neuronas dopaminérgicas en el bulbo olfatorio (Ninkovic et al.,
2010). Sin embargo, como sucede con DLX2, atn se desconoce si PAX6 actia directa-
mente en las células post-mitoticas para inducir su diferenciacion terminal hacia DA, si
se une a la region cis reguladora de los genes de la via de la DA y si es necesario para
el mantenimiento del fenotipo dopaminérgico, o si su papel se limita a la supervivencia.

MEIS2 es un FT con homeodominio que forma parte de la familia MEIS junto con MEIS1
y MEIS3. MEIS2 se expresa en neuroblastos de la zona subventricular y del RMS y en
algunas interneuronas del BO entre ellas la poblacién dopaminérgica (Allen et al., 2007,
Marei et al.,2012; Pennartz et al., 2004; Toresson et al.,2000). Experimentos con retrovi-
rus para bloquear la actividad de MEIS demostraron su funcién en la neurogénesis adulta
de la SVZ in vivo e in vitro. Ademas, estudios de precipitacion de la cromatina mostraron
la unién de MEIS2 a la region cis reguladora de uno de los genes de la via de la dopamina
(Th) y al marcador de neuroblastos migradores (DCX). Por otra parte, ensayos de co- in-
munoprecipitacidon, mostraron una interacciéon de MEIS2 con PAX6 y DLX2 en el RMS.
Por dltimo, también se ha descrito que el papel pro-neurogénico que tiene PAX6 requiere
de MEIS2 (Agoston et al.,2014).

COUP-TF1 también conocido como NR2F2 se expresa en las interneuronas de la PGL
principalmente en la poblaciéon dopaminérgica y en la capa granular del BO. Sin embar-
g0, su expresion varia en el tiempo. Experimentos de andlisis de expresion revelaron que
en la primera semana post-natal la gran mayoria de TH+ son negativas para COUP-TF1
pero al alcanzar el estadio adulto (P21) el porcentaje y co-localizacién incrementa hasta
el 80%. Estos datos, sugieren, aunque no demuestran que la expresion de COUP-TFI se
limita a las neuronas DA postnatales.

Andlisis de los mutantes condicionales para COUP-TF1 del linaje DLX5/6 y EMX1 ( dos
de los principales linajes que dan lugar a las interneuronas del BO) mostraron una reduc-
cion de la expresion de COUP-TF1 y de TH+ en la PGL tnicamente en el linaje EMX1
sugiriendo que la expresion de COUP-TF1 estaria asociada a las DA generadas a partir
de progenitores EMX1. Estudios de co-localizacion con animales transgénicos Gad67-
GFP+ mostraron que todas las células COUP-TF1+ eran GFP+. Finalmente, estudios
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de privacion del olor revelaron que COUP-TF1 regula la expresion de TH mediante un
mecanismo dependiente de actividad (Agoston et al.,2014).

4.2. Factores de transcripcion de la familia PBX

Los factores de transcripcion PBX (del inglés Pre-B cell leukaemia transcription factors)
pertenecen a una familia de proteinas altamente conservadas de la clase PBC dentro de
la superclase TALE (del inglés Three- Aminoacid-Loop-Extension ) de las proteinas con
homeodominio. Estas proteinas actian como reguladores de la transcripcion y se carac-
terizan por tener un homeodominio atipico de 63 aminoécidos. Este dominio de union al
DNA se pliega en forma de hélice-bucle-hélice dando lugar a tres alfa hélices.

Una caracteristica que define a las proteinas de la superclase TALE es la insercion adicio-
nal de tres residuos de aminodécidos entre la hélice 1 y la 2 del homeodominio (Biirglin,
1997). Las proteinas PBX se distinguen ademas por conservar 16 residuos de aminoa-
cidos en la parte C-terminal del homeodominio que se pliegan originando la cuarta alfa
hélice que es una parte integral del dominio de unién al DNA (Piper et al., 1999). Por otra
parte, las secuencias PBC-A y PBC-B situadas en la parte N- terminal del homeodomi-
nio promueven la interaccion con otras proteinas (Ryoo et al., 1999a; Ryoo et al. 1999b)
(Figura I10).

HoxB1

TALE : k\ﬂ

v

Péptido Hox e . )

hélice 4
(extremo
C-terminal)

hélice 3

halice 1 <« Figura I10: Dominios de interaccion de los

PBX con el DNA. Interaccion de un factor de trans-
cripciéon PBX con el DNA (amarillo). El homeodo-
minio al, a2, a3, el homeodominio a4 en la parte
J C-terminal y los residuos adicionales entre las hé-
lices 1 y 2 (TALE) permiten a las proteinas PBX
interaccionan con el DNA y regular la transcripcién
de diferentes genes. Figura modificada de (Farber
etal.,2011)

e hélice 2

Las proteinas PBX tienen un dominio de union al DNA con secuencias de aminodcidos
altamente conservadas tanto dentro de la misma familia como entre especies (Monica
et al., 1991). En mamiferos, la subclase PBC estd formada por PBX1, PBX2, PBX3 y
PBX4 (Kamps et al., 1990; Nourse et al. 1990; Monica et al., 1991; Wagner et al. 2001),
por Extradenticle (Exd) en Drosofila (Rauskolb et al., 1993) y por CEH-20, CEH-40 y
CEH-60 en C.elegans (Shanmugam et al. 1999; Shen et al., 1999). PBX1, PBX2, PBX3
y PBX4 muestran un 97% de homologia dentro de la region homeodominio y divergen
principalmente en las partes N y C-terminal de las proteinas donde no se han encontrado
secuencias conservadas (Monica et al., 1991).
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Mediante splicing alternativo algunos miembros de la familia Pbx pueden dar lugar a
diferentes isoformas. PBX1a y PBX1b son dos isoformas de PBX1, ambas tienen los
dominios PBC, el homeodominio y los 16 residuos de aminoécidos en la parte C-terminal
que conforman la cuarta alfa hélice sin embargo, PBX1b tiene una secuencia C-terminal
mas corta que PBX1a (Monica et al., 1991). PBX3a contiene la secuencia entera del gen
Pbx3 formado por 9 exones (incluyendo los dominios PBC, homeodominio y la cuarta
alfa hélice), PBX3b tiene truncado el C-terminal por falta del ex6n siete, PBX3c tiene la
misma secuencia que PBX3a pero con el N-terminal trucando en el exén 3 que codifica
para parte del dominio PBC-A y parte del dominio PBC-B y por tdltimo PBX3d que ca-
rece del exon tres y siete es decir, tiene truncados el N-terminal y el C-terminal (Milech
etal.,2001).

Por tanto, el splincing alternativo puede dar lugar a nuevas propiedades bioquimicas como
la interaccion con diferentes proteinas dependiendo de la isoforma. Por ejemplo, ensayos
in vitro han demostrado que el dominio C-terminal de PBX1A le permite la unién con la
proteina co-represora SMRT y NcoR a diferencia de PBX1b que carece de ese dominio
(Asahara et al., 1999).

Por tanto, las diferentes proteinas PBX han sido clasificas en dos grupos: forma larga
(PBX1a, PBX2, PBX3ay PBX4) y forma corta (PBX1b, PBX3c y PBX3d) en base a si
presentan o no la forma completa de la proteina (Milech et al., 2001; Monica et al., 1991;
Wagner et al., 2001).

Las isoformas PBX también muestran cierta especificidad en su patron de expresion y
funcién: PBX1 participa en el desarrollo y patrén del esqueleto (L Selleri et al., 2001),
en el desarrollo del sistema nervioso central (Golonzhka et al., 2015; Sgado et al., 2012;
Villaescusa et al., 2016) en la hematopoyesis (Dimartino et al., 2001; Kim et al., 2002;
L Selleri et al., 2001), en el desarrollo y funcionamiento del pancreas (Kim et al., 2002),
en la morfogénesis del rifion, en el desarrollo adrenal y urogenital (Schnabel et al. 2001),
y en la formacidn y patron de organos derivados de la bolsa faringea caudal (Manley et
al.2004).

Andlisis inmunohistoquimicos han revelado que PBX1b es la isoforma predominante
durante la embriogénesis mientras que la expresion PBX1a queda principalmente res-
tringida al desarrollo de tejido neuronal (Schnabel et al., 2001). La distribucidn inicial
de PBX1b se asocia con la condensacion del mesodermo sin embargo, también participa
en el patrén de expresion de todos los derivados de las principales lineas germinales. En
particular, PBX1b se localiza en las regiones de interaccion entre el mesénquimay el epi-
telio durante los periodos activos de la morfogénesis de tejidos como el higado, el rifion,
los dientes y en las vibrisas de los foliculos. (Sharpe et al., 1988; Birchmeier et al., 1993;
Dassule ef al., 1998; Schnabel et al., 2001).
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En relacion al sistema nervioso, PBX1 se expresa en el prosoencéfalo durante el desa-
rrollo (Long et al., 2009; Toresson et al., 2000) y promueve la diferenciacion del cortex
frontal inhibiendo genes que promueven la diferenciacién dorsocaudal. Mutantes condi-
cionales para PBX1 en el linaje Nex1 y Emx1 muestran hipoplasia en el cortex frontal,
expansion ventral y dorsomedial del cortex e inversion en las capas del cértex rostral (Go-

Ademads, recientemente, ensayos de inmunoprecipitacion de la cromatina combinados
con RNAseq han revelado la doble funcionalidad de PBX1 en la regulacién de la trans-
cripcion en las células DA mesencefélicas. Por una parte PBX1 reprime la expresion de
Onecut2 (para evitar otros destinos celulares) y por la otra activa la expreswn de Pitx3
(para promover la diferenciacién DA del

pesar de ello, los mutantes para
no muestran problemas de viabilidad, ni tienen afectada la organogénesis, ni la fertilidad
ni la hernatopoyesm ni tampoco funciones 1nrnunologlcas suglrlendo u

el esqueleto incluso con nuevas alteraciones en comparacion a
los mutantes simples para PBX1, con lo que en ciertos contextos PBX2 puede compensar
la falta de funcién de PBX1 (Capellini et al., 2006, 2008).

incluyendo una region de la médula oblongada implicada en el control de
la respiracion. Concretamente, PBX3a (y en menor grado PBX3b) se expresan en la parte
dorsal del tdlamo, cerebelo, medula, ganglios dorsales y neuronas ventrales y dorsales de
la médula espinal. También se detectan niveles altos en neuronas mientéricas y en niveles
mds bajos en los miocitos del misculo liso del intestino asi como en condrocitos del es-
queleto axial y apendicular (Rhee et al., 2004).

(Nilech.et.al - 200.1.).)
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central debido a la actividad anormal de las neuronas inspiratorias en la médula (Rhee et
al.,2004).

ac 18, strom, agerstrom, ; wagner
et al.,2001). Sin embargo, estudios en pez zebra han observado el mARN de Pbx4 du-
rante la formacién del sistema nervioso central en las etapas de segmentacioén y que su
mutacion causa alteraciones en la diferenciacidn antero-posterior del romboencéfalo y el
tronco anterior (Popperl et al., 2000).

Inicialmente los miembros de la familia Pbx fueron identificados como co- factores de los
genes Hox en la regulacion de la formacion del eje antero-posterior durante el desarrollo
embrionario. Distintos ensayos bioquimicos y genéticos han demostrado que PBX1 y
EXD (Pbx de Drosophila) interaccionan fisicamente con las proteinas Hox formando he-
terodimeros. El complejo transcripcional (Hox-Pbx) incrementa la afinidad y la especifi-
cidad de unién al DNA de cada proteina a los promotores de los genes diana (Chang et al.,
1995). Esta interaccion esta mediada por la unién de una pequefia secuencia que contiene
triptéfano conocida como PID (del inglés PBC Interaction Domain) en la proteina Hox y
un bolsillo hidrofébico de la proteina PBX (In der Rieden et al., 2004) aunque también
se han reportado casos en los que EXD es capaz de interaccionar con proteinas Hox en
ausencia de PID (Galant et al., 2002) (Merabet et al.,2003). Los PBX, ademads de con las
proteinas Hox, interaccionan con otras proteinas como los miembros de la familia MEIS/
PREP con las que pueden dimerizar, mediante interacciones con sus regiones N-termina-
les, independientemente de los Hox o formar trimeros Hox-PBX-MEIS/PREP que incre-
mentan atn mds la afinidad y la especificidad de unién al DNA (Mann et al., 1996).

La secuencia PID también ha sido identificada en otras proteinas homeodominio como
Engrailed (L T Peltenburg, 1996) y PDX1 (Peers et al., 1995). PBX1 junto con PDX1
(factor especifico del pancreas) regula genes que son cruciales para el correcto desarrollo
y fisiologia del pancreas como por ejemplo los i i i -
tostatina (Leonard et al., 1993). Por otra parte,
(del inglés Zinc Finger Pbx1 Interacting Protein) han sido identificadas como compaferas
de los factore i i i i i plejo
PBX1-ZFPIP (Lau-
rent et al., 2007). Algunos quieren de la interaccion con
proteinas PBX como por ejemplo el para la transcripcion del gen
que codifica para la enzima madlica en embrién de pollo (Wan et al., 2001).

*z

omatina ChIP han revelado interacciones entre
y factores PBX. Un ejemplo que se ha descrito
es la interaccion de PBX1 con MYOD para reclutar a SWI/SNF (enzimas del complejo de
remodelacion de la cromatina) y poder activar la transcripcion del gen miogenina impor-
tante 10 i o (Arnold et al., 1998; Berkes et al., 2004).

los que participan las proteinas PBC son los rela-
como por ejemplo el heterotrimero PBX1- PREP1-
SMAD encargado de la regulacion del gen FSHf via activin (miembro de la familia
TGFp importante en la regulacion de una amplia variedad de respuestas celulares durante
el desarrollo)(Bailey et al., 2004).
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Ademais de tam-
bién pueden como
sucede con el complejo CEH-20 (homélogo de Pbx) y LIN-39 (proteina Hox) encargado
de activar la cascada de sefializacién mediada por Notch importante para el desarrollo de
la vulva en C.elegans (Takacs-Vellai et al., 2007).

Por tanto, de acuerdo con todo lo descrito, se ha propuesto definir a los PBX como protei-
nas adaptadoras que junto con otros factores de transcripcion se unen a promotores para
integrar la informacion de diferentes cascadas de sefalizacion o programas genéticos
(Laurent et al., 2008).
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Objetivos

Estudios previos del laboratorio con el nematodo C.elegans han determinado que la ac-
cién de una combinacién de tres factores de transcripcion [AST-1 (ETS), CEH-43 (HD),
CEH-20 (PBX)] es necesaria para la expresion de genes efectores de las neuronas DA
(Flames et al. 2009; Doitsidou et al. 2013).

En ratén, los homdlogos de dos de los tres factores identificados en C. elegans (DLX2,
homologo de CEH-43 y ER81 homdlogo de AST-1) tienen un papel en la generacion de
las neuronas dopaminérgicas del bulbo olfatorio, indicando la posible conservacién filo-
genética en la regulacion de la diferenciacion de las neuronas dopaminérgicas (Brill ez al.,
2008; Flames et al., 2009; Cave et al., 2009). Sin embargo, la funcién de los PBX en la
diferenciacion DA del BO ha sido poco estudiada hasta la fecha.

Por todo ello, el objetivo principal de esta tesis es estudiar el papel de los miembros de
la familia PBX en la diferenciacion terminal de las neuronas dopaminérgicas del bulbo
olfatorio. Para lograr este objetivo nos propusimos los siguientes objetivos especificos:

* Objetivo 1: Determinar el patrén de expresion de los miembros de la fa-
milia PBX enel BOy SVZ.

* Objetivo 2: Estudiar los posibles defectos en la expresion de marcadores
DA del BO en mutantes para los factores PBX.

* Objetivo 3: Caracterizar los efectos de la pérdida de los factores PBX en
el linaje DA.

* Objetivo 4: Analizar los efectos de la sobreexpresion de los factores PBX
en el bulbo.

* Objetivo 5: Estudiar si PBX1 se une a secuencias reguladoras del gen Th.
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Materiales y métodos

MODELOS ANIMALES
1.1. Cepas de ratén

Para la realizacion de esta tesis se han utilizado ratones de estadio embrionario E17.5,
neonatos (PO) y adultos con edades comprendidas entre 1 y 3 meses de edad. Los ani-
males han sido criados y mantenidos en el Servicio de Produccion Animal del Instituto
de Biomedicina de Valencia de acuerdo con la normativa espafiola y comunitaria vigente
y bajo la supervision de la veterinaria. Para los experimentos de analisis del patron de
expresion se han utilizado animales de la cepa C57BL6 obtenidos del proveedor Harlan
Laboratories (C57Bl/6JRccHsd).

Los experimentos de electroporacion in vivo de sobreexpresion han sido realizados con
animales de la cepa CD1 obtenidos del mismo proveedor que la cepa anterior. Para los
otros experimentos, indicados en cada caso, se han utilizado animales de cepas modifica-
das genéticamente.

Cepa Pbx1": Los mutantes nulos convencionales para PBX1 mueren el dia embriona-
rio 15/16 por hipoplasia o aplasia severa de multiples 6rganos y defectos generalizados
en el patron del esqueleto axial y apendicular (Selleri et al., 2001). Con el objetivo de
estudiar el papel de la falta de funcion del factor PBX1 en estadio adulto se utilizo la es-
trategia alternativa de uso de mutantes condicionales. Los ratones fueron cedidos por la
Dra. Licia Selleri (Weill Cornel Graduate School of Medical Science, New York, USA).
Estos ratones son mutantes condicionales para el gen Pbx/ con fondo genético C57BL6.
Mediante recombinacion homologa se introdujeron secuencias loxP en cada extremo del
exon 3 (comun en todas las isoformas) del gen (Koss et al., 2012). Por tanto, unicamente
en presencia de la CRE recombinasa el exon 3 de Pbx! es escindido y se produce una
pérdida de la expresion de PBX1. Figura M1 A. Esta cepa de raton fue cruzada con dis-
tintas dos cepas CRE recombinasa para delecionar Pbx/ en subpoblaciones especificas:
Nestin-CRE y TH-ires-CRE (descritas a continuacion).

Cepa Pbx2": Los ratones fueron cedidos por la Dra. Licia Selleri (Weill Cornel Graduate
School of Medical Science, New York, USA). Estos ratones presentan una delecion del
exon 3 del gen que los convierte en mutantes nulos convencionales para PBX?2 (Selleri et
al.,2004). Los animales deficientes en PBX?2 no tienen problemas de viabilidad y pueden
analizarse en estadio adulto (Figura M1B)
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Cepa PbxI"; Pbx2-": Los ratones portadores de ambas mutaciones fueron generados en
el propio Instituto de Biomedicina de Valencia entrecruzando varias generaciones de las
cepas anteriores.

Cepa Nestin-CRE: Los ratones fueron cedidos por el laboratorio del Dr. Oscar Marin
(King’s College London, UK) pero generados en The Jackson Laboratory (B6.Cg-Tg(-
Nes-cre)1KlIn/J; Strain ID 003771). Estos ratones transgénicos expresan la CRE recom-
binasa bajo el promotor del gen Nestina en el sistema nervioso central y periférico inclu-
yendo glia y progenitores. Por tanto, la cepa Nestin-CRE produce una delecion de sitios
LoxP de forma general y temprana en todo el sistema nervioso. Figura M1 C.

Cepa TH-ires-CRE: Los ratones fueron comprados a European Mutant Mice Associa-
tion (EMMA Strain name B6.129X1; Strain ID EM:00254). Esta cepa es un “knock-in*
que expresan la CRE recombinasa bajo el gen enddgeno de tirosina hidroxilasa , la re-
combinasa se encuentra tras la secuencia codificante del gen Th y es traducido gracias
a la presencia de una secuencia interna de entrada del ribosoma (IRES) lo que produce
asegura que Th se exprese de forma normal. Figura M1 D.

Cepa RCE (Rosa26-CMV-Enhnaced GFP): Los ratones fueron cedidos por el labora-
torio del Dr. Oscar Marin (King’s College London, UK) previamente comprados a The
Jackson Laboratory ( Gt (ROSA)26Sortm1.1(CAG- EGFP)Fsh/Mmjax; Strain ID 32037-
JAX; RCE:loxP). Estos ratones tienen insertada la proteina verde de fluorescencia au-
mentada (eGFP) en el locus del gen Rosa26 precedida por una secuencia STOP flanquea-
da por sitios LoxP. En presencia de la CRE recombinasa, la secuencia STOP es escindida
y la eGFP puede expresarse. Por tanto, en estos ratones la expresion de la eGFP dependera
del patron expresion del promotor que conduce a la CRE recombinasa. Figura M1 E.

Figura M1: Esquema de la construccion de las
cepas PbxI V", Pbx2", Nestin-CRE, TH-ires-CRE
y RCE. (A) Representacién del alelo condicional
para Pbxl de ratén antes y después de la activa-
cion de la CRE recombinasa. En la primera figura
se muestra el locus de PbxI con los 6 exones (rec-
tangulos negros) y el exén 3 flanqueado por las se-
cuencias LoxP que serdn reconocidas por la CRE
recombinasa. En la segunda figura se muestra el ale-
lo nulo de PbxI especifico de tejido y la secuencia
LoxP residual tras la actividad de la CRE recombi-
nasa. Los recuadros azules representan exones que
codifican para el dominio PBC. Adaptado de Koss
et al.,2012 (B) Representacién esquematica del lo-
cus de Pbx2 de ratén, del vector diana y del alelo
mutado después de la recombinaciéon homéloga. En
la representacion superior se muestra el exén 3 del
gen Pbx2 (rectangulo negro) junto con sitios de res-
triccién mapeados. La segunda figura representa la
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construccion diana utilizada para escindir el exén
3 la cual lleva un cassette PGK- neo (rectangulo
blanco). La dltima figura muestra el alelo recom-
binante de Pbx2 con la inserciéon del NEO casete
en el unico sitio Sacl del exén 3 de Pbx2. Sitios
de la enzima de restriccion: E, EcoRI; Nhe, Nhel;
Sal, Sall; Xba, Xbal; Xho, Xhol. Adaptado de L.
Selleri et al., 2004. (C) Representacién esquema-
tica del transgénico insertado en el cromosoma 12.
La construccién insertada codifica para la CRE re-
combinasa regulada por la regién promotora del
gen Nestina de rata. (D) Representacién esquema-
tica del locus de T tras la insercion del cassette
CRE recombinasa. (E) Representacién esquemati-
ca del locus ROSA 26 tras la insercion del casstte
que codifica para la proteina verde de florescencia
aumentada (eGFP) precedida de un codén stop
flanqueado por secuencias LoxP. »
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1.2. Genotipado de animales

El genotipo de los animales se determind amplificando, mediante la reaccion en cadena
de la polimerasa (PCR), el DNA gendmico fue extraido a partir de un fragmento de cola
de raton. El tejido se digiri6 en tampon de lisis (proteinasa K (Fermentas) a 200 pg/ml
en el tampon Tris-HCI pH8 a 100mM(Sigma), EDTA a 5 mM (Sigma), SDS a 2%, NaCl
(Sigma) a 200mM) durante toda la noche a 55C en agitacion. A continuacion, se centrifu-
garon los lisados celulares a 14.000 rpm durante 10 minutos a 4C y los sobrenadantes se
transfirieron a nuevos tubos limpios. Posteriormente se afiadieron 450 ul de isopropanol
(Panreac) y se invirtieron los tubos varias veces hasta conseguir visualizar el DNA. Des-
pués, se centrifugaron a 14.000 rpm durante 2 minutos a 4C y se desecho el sobrenadant A
continuacion, se anadieron 180 pl de etanol al 70% (Panreac) y se volvieron a centrifugar
a 14.000 rpm durante 2 minutos, se desecho el sobrenadante y se dejaron secar durante 20
min. Por ultimo, el DNA se resuspendi6 en 100 pl de agua de PCR (Sigma).

Las condiciones de amplificacion de la PCR para el genotipado del alelo Pbx1"" fueron
las siguientes: una etapa de desnaturalizacion a 98C durante 30 segundos una etapa de
anillamiento a 98C durante 10 segundos y una etapa de extension a 62C durante 1 minuto
y 30 segundos. Después de una reaccion de 32 ciclos, el producto de amplificacion del
alelo salvaje es de 360 bp y el del alelo mutante era de 522 bp. Los cebadores utilizados
fueron:

oNF952: 5’ - ATC AGT GCCATT TCT CCAGCC -3
oNF953: 5°- TGG GTATCC ATT CCAAAG GTG G -3

Las condiciones de amplificacion de la PCR para el genotipado del alelo Pbx2* fueron
las siguientes: una etapa de desnaturalizacion a 98C durante 30 segundos, una etapa de
anillamiento a 98C durante 10 segundos y una etapa de extension a 58.5C durante 30
segundos. Después de una reaccion de 30 ciclos, el producto de amplificacion del alelo
salvaje es de 218 bp, el alelo mutante Pbx2" no genera banda en estas condiciones. Los
cebadores utilizados fueron:

oLR6:5’ - TCT GTT TGC CTG CCT GCT AG -3
oLR7:5’ - GCT TGC TGC GAT AGT CTG AGT G-¥

Las condiciones de amplificacion de la PCR para el genotipado del alelo Pbx2 fueron las
siguientes: una etapa de desnaturalizacion a 95C durante 2 minutos, una etapa de anilla-
miento a 95C durante 30 segundos y una etapa de extension a 61.5C durante 45 segundos.
Después de una reaccion de 35 ciclos, el producto de amplificacion del alelo mutante era
de 800 bp, el alelo salvaje no produce banda en estas condiciones. Los cebadores utiliza-
dos fueron:

Pbx2 sense: 5°— TCC TTAAGT CTG TTT GCCTCG CTG-3
Pbx1 Neo: 5°- CTA TCA GGA CAT AGC GTT GG -3

Las condiciones de amplificacion de la PCR para el genotipado del alelo Nestin-CRE fue-

ron las siguientes: una etapa de desnaturalizacion a 94C durante 30 segundos, una etapa
de anillamiento a 94C durante 10 segundos y una etapa de extension a 51.7C durante 30
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segundos. Después de una reaccion de 35 ciclos, el producto de amplificacion del alelo
transgénico es de 100 bp, esta banda no aparece si el alelo Nestin-CRE no esta presente
en el animal. Los cebadores utilizados fueron:

oNF981: 5’ - GCG GTC TGG CAG TAAAAACTATC -3
oNF982: 5’ - GTG AAA CAG CATTGCTGT CACTT-3%

Las condiciones de amplificacion de la PCR para el genotipado del alelo TH- ires-CRE
fueron las siguientes: una etapa de desnaturalizacion a 94C durante 5 minutos, una etapa
de anillamiento a 94C durante 45 segundos y una etapa de extension a 54.8C durante 45
segundos. Después de una reaccion de 35 ciclos, el producto de amplificacion del alelo
salvaje es de 290 bp y el del alelo transgénico era de 430 bp. Los cebadores utilizados
fueron:

TH-5’: 5’ - CAC CCT GAC CCAAGCACT -3
TH-3’: 5’ - CTT TCC TTC CTT TAT TGA GAT -3
Cre-UD: 5’ - GAT ACC TGG CCT GGT CTG-3¥

Para la amplificacion de la banda salvaje se utilizaron los cebadores TH-5"y TH-3’. Para
la amplificacion de la banda mutante se utilizaron los cebadores TH-5"y Cre- UD

Las condiciones de amplificacion de la PCR para el genotipado del alelo salvaje de Rosa26
fueron las siguientes: una etapa de desnaturalizacion a 95C durante 5 minutos, una etapa
de anillamiento a 94C durante 10 segundos y una etapa de extension a S6C durante 1 mi-
nuto. Después de una reaccion de 40 ciclos, el producto de amplificacion del alelo salvaje
es de 550. Los cebadores utilizados fueron:

1488/ RCE- Rosa 1: 5’- CCC AAA GTC GCT CTG AGT TGTTATC -3
1489/ RCE- Rosa 2: 5’- CAT ATC CAT TTC TCC CGCTCCTTC -3

Las condiciones de amplificacion de la PCR para el genotipado del alelo transgénico RCE
fueron las siguientes: una etapa de desnaturalizacion a 95C durante 5 minutos, una etapa
de anillamiento a 94C durante 10 segundos y una etapa de extension a 64.5C durante 1
minuto Después de una reaccion de 30 ciclos, el producto de amplificacion del transgen
es de 300 bp. Los cebadores utilizados fueron:

1488/ RCE- Rosa 1: 5’- CCC AAA GTC GCT CTGAGTTGTTATC -3
1490/RCE-CAG 3: 5’- CTT ACG GTA AAT GGC CCG CCT GG -3

Para las reacciones de PCR se empled la Go Tag G2 DNA polimerasa (Promega) Los pro-
ductos de amplificacion de las distintas PCRs se resolvieron mediante electroforesis en
gel de agarosa al 3% para la cepa PbxI1""y al 1% para el resto de las cepas preparado en
tampon TAE 1X (EDTA 1mM, acido acético glacial 20mM y Trizma base 40mM pH7.6).
Para tefiir el dcido nucleico se utilizé Gel red® (Biogen) a 3ul/100ml y como tampoén de
carga se utiliz6 el que incluye la casa comercial dentro de la solucion para la reaccion
de PCR (5X Green GoTaq Flexi Buffer) con la DNA polimerasa (Promega). Finalmente,
los geles se fotografiaron con iluminacion ultravioleta en un transiluminador (16si Plus,
Isogen LifeScience) con el programa Proxima AQ4.
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ESTUDIOS IN VIVO

2.1. Inyeccion de 5-bromo-2-desoxiuridina (BrdU)

La BrdU es un anélogo estructural del nucleétido timidina y se incorpora al DNA de las
células que se encuentran en fase S del ciclo de division en el momento de la inyeccion.
Una vez las células han incorporado la BrdU puede detectarse inmunohistoquimicamente
con un anticuerpo especifico.

La administraciéon de BrdU consistié en inyecciones intra-peritoneales de BrdU (Sigma) a
una dosis de 50 mg/kg de animal, a partir de una solucién madre de 10 mg/ml en solucién
salina estéril (cloruro sédico al 0,9%).

El régimen de administracion fue de 7 inyecciones repartidas cada dos horas, durante un
periodo total de 12 horas (Nowakowski y cols., 1989), en animales de dos meses de edad.
Pasados 44 dias después de la inyeccion se sacrificaron los animales mediante perfusion
intracardiada de paraformaldeido al 4%.

2.2. Electroporacion post-natal in vivo

Para llevar a cabo la electroporacién , en primer lugar se anestesiaron los neonatos me-
diante hipotermia (3 minutos en hielo) y se fijaron con cinta adhesiva sobre un soporte.
Las inyecciones se realizaron en la luz del ventriculo lateral izquierdo en el punto medio
de una linea virtual que conecta el ojo izquierdo con el punto craneométrico lambda (Fi-
gura M2).

Una vez detectado el punto, se inyectd 1ul de solucién compuesta por los plasmidos de
interés (la combinacién de plasmidos y su concentracién dependerd de cada experimen-
to tal y como se detalla a continuacién) diluidos en tampdn fosfato sédico 0.1M pH7 .4
(PBS) y colorante verde FastGreen (Sigma) al 1% a una profundidad de 2mm con respec-
to a la superficie del craneo.

Seguidamente, el neonato fue colocado bajo una fuente de luz y se comprob¢ si el co-
lorante verde habia sido inyectado correctamente, si la inyeccién es correcta, el liquido
inunda todo el ventriculo y produce una forma de banana facil de reconocer, si la inyec-
cién no es correcta se produce una mancha borrosa redonda.

A continuacion, para introducir el DNA plasmdtico en las células de la pared del ventri-
culo de los neonatos, se colocan dos electrodos de 7mm de didmetro a ambos lados de la
cabeza y se aplicaron 5 pulsos eléctricos de 140v de 50ms con un electroporador (BTX
model ECM830). Finalmente, los neonatos se reaniman unos minutos sobre una placa
calefactora a 37C y son devueltos con su madre.
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Electrodo Electrodo

A Figura M2: Electroporacion postnatal del
ventriculo lateral. (A) Representacion esquematica
de la electroporacién. Una linea virtual (roja) conec-
tando el ojo izquierdo con el punto craneométrico
lambda sirve como marcador posicional para la in-
yeccién del DNA. El punto de inyeccion estd marca-

2.2.1. Vectores y construcciones
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do con un punto negro. Las barras laterales indican
la posicion de los electrodos, orientados para marcar
la parte més dorsal del ventriculo lateral (VL). (B)
Fotografia en la que se muestra el momento de la
inyeccién del neonato (C) Fotografia en la que se
muestra la inyeccion correcta del ventriculo lateral.

Las construcciones que se utilizaron para los experimentos de electroporacion se detallan

a continuacion:

1. pCAG-CRE::GFP (Addgene). Expresa la CRE recombinasa de forma cons-

titutiva.

2. p-TH-CRE (generado en el propio laboratorio pNF365) Expresa la CRE re-
combinasa bajo 5kb del promotor de TH.

3. pCAG-Ires-GFP (Addgene). Expresa GFP de forma constitutiva.

4. pCAG-LoxP-stop-LoxP-YFP (Addgene). Expresa YFP en presencia de la

CRE recombinasa.

S. pCAG-Pbxla-Ires-GFP (generado en el propio laboratorio pNF201) Expresa
el gen Pbxla y GFP de forma constitutiva.

6. pCAG-Pbx1b-Ires-GFP (generado en el propio laboratorio pNF282). Expre-
sa el gen Pbx1b y GFP de forma constitutiva.
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Tabla M1. Esquema de las condiciones empleadas en los experimentos de electroporacién in vivo.

Construccidn/es

Concentracion

Cepa

Experimento

pCAG-CRE::GFP +
pCAG-Ires-GFP

2ug/ul + 4ug/ul

Pbx1*"*; Pbx2**

Control marcando con
GFP las células

electroporadas

pCAG-CRE::GFP +
pCAG-Ires-GFP

2ug/ul + 4ug/ul

Pbx 1", Pbx2"

Pérdida de funcion de
Pbx1 en todas las

celulas electroporadas

pCAG-CRE::GFP +
pCAG-Pbx1la-Ires-GFP

2ug/ul + 4ug/ul

Pbx 1", Pbx2"

Rescate del
experimento anterior

con Pbxla

pCAG-CRE::GFP +
pCAG-Pbx1b-Ires-GFP

2ug/ul + 4ug/ul

Pbx1": Pbx2"

Rescate del
experimento anterior

con Pbx1b

p-Th-CRE + pCAG-
LoxP-stop-LoxP-YFP

4ug/ul+ 4ug/ul

Pbx1**; Pbx2*"*

Control marcando con
GFP las células
electroporadas del

linaje Th

p-Th-CRE + pCAG-
LoxP-stop-LoxP-YFP

4ug/ul + 4ug/ul

Pbx1"f: Pbx2+*

Pérdida de funcién de
Pbx1en las celulas
electroporadas que son

del linaje Th

p-Th-CRE + pCAG-
LoxP-stop-LoxP-YFP

4ug/ul + 4ug/ul

Pbx 1", Pbx2"

Pérdida de funcion de
Pbx1en las celulas
electroporadas que son
del linaje Then

mutantes Pbx2

control de
pCAG-ires-GFP 4ug/ul CD1
sobreexpresion de GFP

Sobreexpresion de

pCAG-Pbx1a-Ires-GFP 4ug/ul CD1
Pbx1a

Sobreexpresion de

pCAG-Pbx1b-Ires-GFP 4ug/ul CD1

Pbx1b
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2.2.2. Obtencion de bacterias competentes

Se pico una sola colonia de E.coli TOP10 y se sembr6 en Sml de LB (Pronadisa). Se dejo
crecer durante toda la noche en agitacion moderada a 370C. A continuacion, se inocularon
los 5ml del pre-cultivo en 500ml de LB y se dejaron crecer en agitacion moderada a 37C
hasta alcanzar una D.0O600 = 0.5-0.6.

Posteriormente, el cultivo se centrifugé a 5.000g durante 20 minutos a 4C y se desechd
el sobrenadante por decantacion. Seguidamente, manteniendo la cadena de frio se resus-
pendio el pellet en unos 5-10ml de agua miliQ a 4C. Después, se repitieron tres veces mas
los dos ultimos pasos anteriores de centrifugacion y resuspension. A continuacion, mante-
niendo la cadena de frio, se resuspendio el pellet en 5-10ml de glicerol (Panreac) al 10%.

Una vez resuspendido, se afiadid hasta un total de 40ml de glicerol al 10%. Posterior-
mente, se centrifugd a 5.000g durante 10 minutos a 4C y se desechd el sobrenadante por
decantacion. Seguidamente, se resuspendio el pellet en un volumen de glicerol al 10%
tal que la concentracion final de las células fuese de 2 X 10" células/ml. Finalmente, la
suspension bacteriana se alicuotd en viales previamente refrigerados (50ul/vial), se con-
gelaron en nitrogeno liquido y rapidamente fueron almacenados a -80C. Para determinar
la eficiencia de transformacion (colonias transformantes / ug de plasmido de DNA) se
empleo la siguiente formula:

E=  Node colonias x 10°pg  x vol cél. (ul) x FD
pg plasmido pUC19 ug vol. Plaqueado (ul)

2.2.3. Transformacion de las bacterias competentes

Para la transformacion se utilizé un vial de células competentes por cada vector a trans-
formar. Los viales almacenados a -80C se descongelaron en hielo, seguidamente, se afa-
di6 1pl de DNA del pldsmido a amplificar a la suspension bacteriana y la mezcla se incu-
bé en hielo durante 5-10 minutos. A continuacidn, el contenido del vial fue transferido a
la cubeta de electroporacion, (VWR) previamente incubada en hielo durante 30 minutos.

Seguidamente, la cubeta fue introducida en el electroporador (Electroporator 2510,
Eppendorf) donde se aplicé una corriente eléctrica de 1700V durante Sms. Posteriormen-
te, la suspension bacteriana con el DNA incorporado se resuspendié en 500ul de medio
LB de un nuevo vial.

Después, las bacterias fueron incubadas durante 45 minutos a 37C con agitacién modera-
da. Pasados los 45 minutos el vial con las bacterias fue centrifugado a 13.000 rpm durante
un minuto a RT.

Finalmente, las bacterias fueron resuspendidas en 100ul del sobrenadante y se extendie-
ron en placas petri con LB agar suplementado con Ampicilina (50 pg /ml, Sigma) puesto
que los vectores tenian resistencia a este antibiotico.
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2.2.4. Obtencion del DNA plasmidico (maxipreps)

Se picaron colonias individuales de las placas de E.coli TOP10 transformadas para poner
precultivos de Sml de medio LB. Al dia siguiente se prepararon los cultivos para la maxi-
prep inoculando 1ml de los precultivos en 200ml de LB y se dejaron en agitacion a 37C
toda la noche.

A partir de los cultivos de 200ml se procedio a realizar la maxiprep utilizando un sistema
de purificacion de plasmidos comercial (QIAGEN Plasmid Maxi Kit). De manera resu-
mida, los cultivos crecidos se centrifugaron a 6.000g durante 5 minutos a temperatura
ambiente.

Tras la centrifugacion se eliminé el sobrenadante, se resuspendio el pellet el 10ml de
solucidn del kit con un vortex y la suspension se paso a un tubo de 30ml estéril. Seguida-
mente, se anadieron 10ml del tampodn de lisis y se mezcld por inversion durante 5 minu-
tos. Luego, se anadio el tampon de neutralizacion, se mezclo vigorosamente por inversion
y se incubo en hielo durante 15-20 minutos.

A continuacion, se centrifugé la mezcla a 20.000g durante 30 minutos a 4C, el sobrena-
dante se transfiri6 a un nuevo tubo estéril y se centrifugd de nuevo a 20.000g durante 15
minutos a 4C. El sobrenadante se transfirié a la columna de purificacion, equilibrada pre-
viamente. Se lavo dos veces la columna con la solucion de lavado del kit y se llevé a cabo
la elucion del pldsmido con la solucion de elucion del kit. El eluido se recogié en tubos
falcon de 50ml, se precipité el DNA con isopropanol (0,7 volumenes) y se centrifugé a
20.000g durante 60 minutos a 4C. El sobrenadante se elimind y se lavé el pellet de DNA
con etanol al 70% a 5.000g durante 60 minutos a RT.

Finalmente, se dejo secar el pellet durante 10 minutos a RT y se resuspendié en 100l
con fosfato sodico 0.1M pH7 (PBS) filtrado durante 2 horas en el bafio a 37C para su to-
tal resuspension. La cuantificacion del DNA se realiz6 en el nanodrop (NanoDrop 2000,
Thermo Scientific) con el programa Nanodrop 2000/2000c¢ (version del 2009).

2.3. Técnicas histolégicas
2.3.1 Fijacion del tejido

Para la obtencion de los bulbos olfatorios y la SVZ de animales adultos se perfundieron
ratones CD1 de 1 mes de edad y de entre 2-3 meses del resto de cepas con paraformal-
dehido (PFA) al 4% (Panreac) en tampdn fosfato sédico (PBS) 0.1M pH7 4. Para ello,
previamente se anestesiaron los animales con Doletal (1/10) a una dosis de 5,5 pl/g via
intraperitoneal.

Tras la toracotomia se cateterizo el ventriculo izquierdo del corazon y se realizé un corte
directamente en la auricula derecha, para permitir la salida de la sangre y de la solucion fi-
jadora. Se emple6 una bomba peristaltica (Masterflex de Cole Parmer Model) y se trabajo
a un flujo constante de 8ml/min. Inicialmente se administraron 30 ml de PBS 0,1M pH7 4
para desplazar la sangre de los vasos sanguineos y posteriormente se administré 70ml de
PFA al 4%. Para la obtencion de los bulbos olfatorios y SVZ de animales neonatos (PO)
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y embrionarios (E17,5) se empled la misma técnica descrita previamente con algunas
variaciones que se detallan a continuacion. Los animales fueron anestesiados en hielo
(2-4 minutos), para la perfusion y cateterizacion del ventriculo se emplearon jeringas de
2ml (BD Plastipak) con una agujas de 30G (BD Microlance) y se administraron 2ml PBS
0,IM pH7 .4 y de solucion fijadora.

2.3.2. Post-fijacion del tejido

Tras la perfusion se extrajeron los cerebros y se post-fijaron por inmersion en PFA al
4%. Los cerebros adultos se dividieron en dos siguiendo la linea sagital que separa los
hemisferios.

A continuacion, un hemisferio fue post-fijado durante dos horas y el otro durante toda la
noche a 4C en agitacion. Sin embrago, todos los cerebros procedentes de animales neo-
natos (P0O) o embrionarios (E17,5) se post- fijaron durante toda la noche a 4C en agitacion
suave.

Después de la post-fijacion, los cerebros se sometieron a tres lavados con PBS 0,1M
pH7.4 a 4C en agitacion y se prepararon para ser procesados en el criostato. Los cerebros
adultos post- fijados toda la noche y el de los embriones E17.5 se lavaron con PBS 1X
0.1M pH7.4 DEPC (PBS tratado con Diethyl dicarbonate, Diethyl oxydiformate, Ethoxy-
formic acid anhydride(Sigma) 1:1000 durante toda la noche y autoclavada al dia siguiente
con el fin de eliminar las RNAsas).

2.3.3. Procesamiento del tejido

Con el fin de preservar la integridad de las estructuras anatomicas, los cerebros destina-
dos a ser procesados en el criostato fueron previamente crioprotegidos. Se sumergieron
en una solucion saturante de sacarosa, primero al 15% y después del 30%, en PBS 0,1M
pH7.4 durante toda la noche a 4C para reemplazar el agua del tejido por la sacarosa y
evitar la formacion de cristales. La sacarosa para crioproteger a los cerebros de los em-
briones E17.5 se disolvié en PBS 1X 0.1M pH7.,4 DEPC.

Una vez crioprotegido el cerebro adulto, se separaron los bulbos olfatorios y el resto del
cerebro. Los bulbos y el resto del cerebro se orientaron en un molde especifico (Aname)
con una solucion de congelacion (O.C.T, Tissue-Tek Embedding Medium for frozen tis-
sue specimens).

Finalmente, el tejido se congeld sumergiendo el molde en nitrégeno liquido (-196C) y se
almaceno a -80C. Los cerebros de embriones y neonatos se procesaron de la misma ma-
nera pero sin separar los bulbos del resto del cerebro. Por ultimo, se realizaron secciones
coronales (Leica CM1900) de 10um de grosor que se recogieron en portaobjetos (Super
Frost, Fisher) en series paralelas (10 portas/serie) con el fin de obtener una representacion
rostro-caudal del bulbo olfatorio y de la SVZ. Posteriormente, las secciones se guardaron
a -20C hasta su uso.
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2.4. Técnicas inmunohistoquimicas

La deteccion de los antigenos de interés se realizo mediante inmunohistoquimica. El tra-
tamiento previo de las muestras dependio del tipo de antigeno a estudiar. Los cortes des-
tinados a la deteccion de la BrdU, se sometieron a un tratamiento con HCI, para desnatu-
ralizar el DNA y facilitar el reconocimiento por el anticuerpo. El tratamiento consisti6 en
la incubacion de los cortes con HCI 2N en agua miliQ a 37C durante 20 minutos, seguido
de un lavado con borato sédico 0.1M pH 8,5 de aproximadamente 10 minutos, para neu-
tralizar el pH y a continuacion se realizaron varios lavados con PBS 0,1M pH7 4. Para
la deteccion de PBX2 y GAD67, las secciones se sumergieron en una solucion de citrato
sédico a 10mM pH6,5, se hirvieron 3 veces durante 30 segundos en un microondas, se
dejaron enfriar a temperatura ambiente 20 minutos y se lavaron 3 veces durante 10 minu-
tos con PBSO,IM pH7 4.

Posteriormente, el bloqueo de las uniones inespecificas se llevo a cabo incubando el te-
jido en una solucién de tampon de bloqueo ( PBS 0,1M pH7.4 Triton X-100 al 0,2%
(Sigma) y suero bovino fetal al 10%) durante al menos 1 hora a temperatura ambiente.

Después del bloqueo el tejido fue incubado con los anticuerpos primarios diluidos en
tampon de bloqueo a la concentracion de uso correspondiente (Tabla 2) durante toda la
noche a 4C en camara humeda.

Tras la incubacion con los anticuerpos primarios, los cortes se lavaron con PBS 0,1M
pH7 4 tres veces durante 10 minutos a temperatura ambiente y se incubaron con los an-
ticuerpos secundarios conjugados al fluoréforo diluidos en tampon de bloqueo a su con-
centracion de uso (Tabla 3) durante 45 minutos a temperatura ambiente y en condiciones
de oscuridad. Para la deteccion de PBX2 se recurri6 al método de revelado en triple capa
para amplificar la sefial, para lo cual tras los lavados del anticuerpo primario, las seccio-
nes se incubaron con un anticuerpo secundario biotinilado (diluido en tampén de bloqueo
a 1:300) durante 45 minutos a temperatura ambiente. Se realizaron tres lavados de 10 mi-
nutos con PBS 0,1M pH7 .4 y a continuaciodn, se incub¢ con estreptavidina conjugada a un
fluoréforo (diluido en tampdn de bloqueo a 1:300) en condiciones de oscuridad durante
45 minutos a temperatura ambiente.

Por ultimo, se tifieron los nicleos con DAPI (4,6-diamidino-2-fenilindol dihidrocloruro)
(2pg/ml, Sigma) a una dilucién 1:5000 en H20 destilada durante 10 minutos a tempera-
tura ambiente y en oscuridad. Tras varios lavados con PBS 0,1M pH7 4, las secciones se
sometieron a un proceso de deshidratacion con alcoholes de concentracion ascendente
(70, 960 y 1000) (Panreac) durante 2 minutos seguidamente, se sumergieron dos veces
(en recipientes distintos) durante 5 minutos en xileno (Panreac) y finalmente se montaron
en medio de montaje entellan (Millipore) para preservar la florescencia de las tinciones.

2.4.1. Analisis inmunohistoquimico
En los experimentos de electroporacion in vivo, las imagenes de las inmunotinciones fue-

ron realizadas con un microscopio de fluorescencia vertical (Zeiss Axioplan 2) mientras
que para el resto de estudios, las imdgenes fueron adquiridas con un microscopio con-
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focal (Leica TCSOSPS). La captura de las imédgenes de las secciones tefiidas se realizd
excitando de forma secuencial los diferentes fluor6foros empleados. Los recuentos de las
diferentes poblaciones marcadas se realizaron con el soporte del programa LAS AF Lite
de Leica junto con Image J64. Las imédgenes se editaron con el programa Adobe Photos-
hop CS5.1.

2.5. Hibridacion in situ de florescencia
2.5.1. Obtencion de la sonda

La sonda que se utiliz6 para los ensayos de deteccion del mRNA de TH fue sintetizada
en el propio laboratorio a partir de DNA gendmico de raton salvaje (CD1). En primer
lugar, se amplifico una region del gen Th de 700bp (comprobar el tamafo exacto) al que
se afiadio la secuencia sp6 (GCGATTTAGGTG) por PCR siguiendo las condiciones que
se muestran a continuacion: una etapa de desnaturalizacion a 94C durante 2 minutos, una
etapa de anillamiento a 94C durante 30 segundos y una etapa de extension de 58,5C du-
rante 30 segundos. Después de una reaccion de 35 ciclos, el producto de amplificacion es
de 705bp. Los cebadores utilizados son:

oLX29 :5-AAT GCT GTTCTCAACCIG CTIC-3
0LX30 : 5-GCGATTTAG GTGACA CTATAGAGATGCAAG TCCAAT GTCCTG-3

El producto de amplificacion de la PCR se resolvié mediante electroforesis en gel de aga-
rosa al 1% en TAE 1X (EDTA 1mM, acido acético glacial 20mM y Trizma base 40mM
pH7.6). Tras comprobar que unicamente se amplifico la banda esperada de 705bp se
purifico el producto de PCR siguiendo las instrucciones del kit comercial QIAquick PCR
Purification Kit (QIAGEN).

A continuacion, como molde para la sintesis de la sonda de mRNA se usaron 750ng de
DNA del producto purificado de PCR en un volumen de reaccion de 30ul que contenia
3ul de Transcription Buffer 10X (Roche), 3ul de dNTPs conjugados con digoxigenina
10X (Roche), 0,9ul de inhibidor de RNAsa 2000u (Roche), 1,8ul de la RNApolimerasa
SP6 (Roche) y H20 DEPC (H20d tratada con Diethyl dicarbonate, Diethyl oxydiformate,
Ethoxyformic acid anhydride(Sigma) 1:1000 durante toda la noche y autoclavada al dia
siguiente con el fin de eliminar las RNAsas).

Tras homogeneizar bien la solucion, la muestra se incub6 a 37C durante 2 horas. Poste-
riormente, se purifico la sonda y para ello se empleo el kit comercial NucleoSpin RNA
clean-up (Cultek).

2.5.2. Deteccion del mRNA

Para la deteccion del mRNA del gen 7h en el bulbo olfatorio de ratones de la cepa Nes-
tin-CRE se emplearon secciones con tejido post-fijado en PFA 4% durante toda la noche.
En primer lugar, se dejaron atemperar las muestras sobre la bancada (10 minutos) segui-
damente, se sumergieron en PBS 0,1M pH7,4 DEPC durante 10 minutos para retirar de
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la muestra posibles restos de O.C.T. Después, se fijaron con PFA 4% durante 10 minutos
a temperatura ambiente. A continuacion se realizaron 3 lavados de 3 minutos con PBS
0,1M pH7.4 DEPC a temperatura ambiente y en agitacion.

Tras los lavados, se digiri6 el tejido con una solucion que contenia proteinasa k (1 pug/ml,
Sigma) diluida 1:1000 en PBS 0,1M pH7.,4 DEPC durante 5 minutos, se volvio a fijar el
tejido con PFA 4% durante 5 minutos a temperatura ambiente y se realizaron 3 lavados
de 5 minutos con PBT (PBS 0,1M pH7.4 DEPC y Tween-20 al 0.01% (Sigma)) a tempe-
ratura ambiente en agitacion. Posteriormente, las muestras se incubaron en una solucion
de hibridacién ( 50% de formamida (Sigma), 10% de dextran sulfato (Sigma), 0,2% de
tRNA (Invitrogen), Denhart’s 1X (Sigma), solucidn salina (Salt solution) 1X (NaCl 2M(-
Sigma), Tris 0,1M(Sigma), NaH2PO4 50mM(Sigma), EDTA 50mM a pH 7,5(Sigma))
durante 2 horas a 62C en una cdmara humeda (25ml 5X SSC (Sigma), 25ml H20 destilada
y 50ml de formamida(Sigma)).

Tras la incubacion, se afiadio la solucion con la sonda (75ul/porta), se cubrieron las mues-
tras con cubres (Fisher) y se dejaron toda la noche a 62C en una cdmara humeda (25ml
5X SSC (Sigma)) precintada. Para la preparacion de la solucion con la sonda, en primer
lugar, se descongeld la sonda en hielo, se desnaturaliz6 a 80C durante 5 minutos y se
devolvié al hielo. Después se afiadio 1ul (351.4 ng/ul) de sonda a 100ul de buffer de hi-
bridacion y se incubd la solucion a 65C durante al menos 5 minutos.

Al dia siguiente, las muestras se sumergieron en una solucion de lavado con formamida
(Sigma) al 50%, SSC (Sigma) al 5X'y 0.1% Tween-20 (Sigma) durante 15 minutos a 62C
y se retiraron los cubres de los portaobjetos. A continuacion, se realizaron 3 lavados de 30
minutos a 62C con una solucion de lavado con formamida (Sigma) al 50%, SSC (Sigma)
al 5X y 0.1% Tween-20 (Sigma).

Posteriormente, las muestras se lavaron 3 veces durante 5 minutos a temperatura ambien-
te y en agitacion con una solucion con dcido maleico (Panreac) 0.1M, NaOH (Sigma)
0.2M, NaCl (Sigma) 0.2M Tween-20 (Sigma) al 0.01% (MABT) pH7.4. Tras los lavados,
el bloqueo de las uniones inespecificas se llevo a cabo incubando el tejido en una solucion
de tampodn bloqueo (blocking reagent (Roche) al 10%, suero de oveja (Sigma) al 10%
diluido en MABT) durante al menos 1 hora a temperatura ambiente en cimara humeda.
Después del bloqueo, el tejido fue incubado con el anticuerpo primario anti-digoxigenina
(Sigma) a una dilucion 1:3500 durante toda la noche a 4C en camara himeda.

Al dia siguiente, se realizaron 10 lavados de 30 minutos a temperatura ambiente en agi-
tacion con MABT. Seguidamente, se realizaron 3 lavados de 10 minutos a temperatura
ambiente en agitacion con Tris-HCI (Sigma) 0.1M pH 8.2 y se incubaron las muestras
con la solucion de revelado ( Fast Red Tablets (Roche)) durante 3-5 horas a temperatura
ambiente en oscuridad.

Posteriormente, para detener la reaccion de revelado, las muestras se sumergieron en Tris-
HCl y se volvieron a fijar con PFA al 4% durante 5 minutos a temperatura ambiente en
oscuridad. Tras la fijacion, la muestras se lavaron 3 veces durante 5 minutos en Tris-HCl a
temperatura ambiente en agitacion y en oscuridad. Finalmente, se tifieron los nucleos con
DAPI (4,6-diamidino-2-fenilindol dihidrocloruro) (2pg/ml Sigma) diluido en H20 des-
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tilada (1:5000) durante 10 minutos a temperatura ambiente en oscuridad y se montaron
las muestras con Fluorsave (Calbiochem) para preservar la fluorescencia de las tinciones.

Alternativamente, para los casos en los que después de la in situ se realizé una inmuno-
histoquimica el proceso de deteccion del mRNA fue el mismo que el anterior excepto en
la post-fijacion del paso previo a la tincion con DAPI. En ese caso, en vez de post-fijar,
las muestras se lavaron varias veces (minimo 3) durante 5 minutos en solucién Tris-HCI
a temperatura ambiente, en agitacion y en oscuridad. A continuacion, se realizaron varios
lavados (minimo 3) durante 15 minutos en PBS 0,1M pH7.4 a temperatura ambiente, en
agitacion y en oscuridad.

Finalmente, las muestras se bloquearon y se incubaron con los anticuerpos siguiendo el

mismo protocolo descrito en el apartado anterior con la unica variacion de concentrar el
anticuerpo primario al doble.
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ENSAYOS DE INMUNOPRECIPITACION DE LA CROMATINA
(ChIP)

Para los ensayos de inmunoprecipitacion de la cromatina se emplearon 3 ratones machos
por cada experimento independiente, de la cepa CD1 de 2 meses de edad sacrificados por
dislocacion cervical.

Seguidamente, se extrajo el cerebro, se diseccionaron los dos bulbos olfatorios, se trocea-
ron en 3-4 partes en PBS 1X 0,1M pH7 .4 se transfirieron a un vaso de precipitado y se
afadieron 7ml de solucién (BSA(-)) que contenia NaCl 5M (Sigma), KCl 1M (Sigma),,
MgClI2 1M (Sigma), CaCl2 1M (Sigma), Glucosa 1M (Sigma), y HEPES 1M (Sigma). A
continuacion se afladieron (2mg) de papaina (Sigma), (10mg) de L-cisteina (Acros Orga-
nics) y se incubaron en un bafio durante 50 minutos a 37C.

Posteriormente, se realizaron 3 lavados con la solucion BSA (+) (solucién BSA(-) con
BSA al 10% (Sigma) y 3 lavados con la solucién BSA (-). Finalmente, se retir6 la solu-
ciéon BSA (- ) y se anadieron 500 ul de PBS 1X 0,IM pH7.4 en hielo con inhibidor de
proteasas 1X (Roche).

( ®
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-
-
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500pb

LI

200p b <« Figura M3. Tras sonicar el DNA se obtuvieron

fragmentos de entre 200 y 600bp. Imagen del gel
de agarosa donde se muestra el tamafio del DNA
sonicado.

Después, se procedid a la disociacién mecdnica disgregando el tejido en un homogeniza-
dor de vidrio previamente enfriado. Se resuspendio el disgregado celular en un volumen
final de 1ml PBS 1X 0,1M pH7 4 con inhibidores de proteasas 1x para proceder al contaje
celular en una cdmara de Neubauer. A continuacidn, se fijaron las células con paraformal-
dehido al 1% (Sigma) durante 15 minutos en agitacion rotatoria a temperatura ambiente.

A continuacién la reaccion se detuvo con glicina (Sigma) 0.125M mediante una incu-
bacionde 5 minutos a temperatura ambiente en agitacion rotatoria. A continuacién, se
hicieron 3 lavados con PBS 1X 0,1M pH74 centrifugando 5 minutos a 1500rpm a 4C.
Tras el dltimo lavado, se afadié la solucién de lisis con inhibidor de proteasas 1x (1ml
por cada 5x106 células) que contenia NaCl 1M (Sigma), Tris-HCI 20mM pH8(Sigma),
EDTA 10mM (Sigma) y SDS al 20% (Sigma) y se incubé durante 10 minutos en agitacién
rotatoria a 4C. Se eliminé el sobrenadante tras una centrifugacion de 5 minutos a 4C a
1500rpm.
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Las células se resuspendieronen en solucion de inmunoprecipitacion ( 2 partes del tam-
pon de lisis y una de solucion de triton (Nacl 1M (Sigma), Tris-HC1 0.1M pH8(Sigma),
EDTA 10mM (Sigma) y Triton al 10%) en el mismo volumen que se afiadi6 de solucion
de lisis, y se incubaron durante 10 minutos en hielo. A continuacion, se sonicaron las
muestras con Bioruptor (Diagenode) durante 5 minutos con ciclos de 30 segundos ON y
30 segundo OFF, salvo 30ul que se reservaron como control no sonicado. La calidad de
la sonicacion (fragmentos entre 200-900pb) se testd, rompiendo el entrecruzamiento de
30ul de la muestra sonicada y el control no sonicado tras centrifugar para eliminar restos
celulareas (3 minutos, 4C, 13000rpm) afiadiendo 1,5 ul de NaCl 5M e incubando a 65C
durante toda la noche.

Al dia siguiente se afiadio 1 pl de RNAsa A (QIAGEN) y se incubaron las muestras du-
rante 30 minutos a 37C. A continuacion, se afiadid 1 pl de proteinasa k (Roche), se incu-

baron durante 1-2h a 45C y posteriormente se purifico la muestra por columna siguiendo
el protocolo de la casa comercial (QIAquick PCR Purification Kit ,QIAGEN).

Finalmente, con el fin de comprobar el tamafio de los fragmentos del DNA sonicado, los
productos purificados, se resolvieron mediante electroforesis en un gel de agarosa 1% en
TAE 1X (EDTA ImM, acido acético glacial 20mM y Trizma base 40mM pH7.6) en el que
se us6 bromofenol con glicerol al 30% como tampon de carga (Figura M3).

Una vez comprobada la calidad de la sonicacion, se procedioé a la inmunoprecipitacion
de la cromatina. Los anticuerpos contra PBX1, RNApoll e IgG (Tabla2) (2ug/ condicion)
se incubaron en 300ul de PBT (PBS 1X 0,1M pH7.4 con Tween-20 al 0.02%(Sigma)) a
4C durante toda la noche, con 30 ul de Dynabeads Protein G (Invitrogen) previamente
lavadas con PBT (PBS 1X 0,1M pH7.4 con Tween-20 al 0.02% (Sigma)).

Al dia siguiente, se realizaron dos lavados con PBT (PBS 1X0,1M pH7.4 con Tween-20
al 0.02% (Sigma)) . Paralelamente, se diluy6 (2:1) el material sonicado (cromatina) con
solucion de dilucién (Triton X-100 al 1.1% (Sigma), EDTA 1.2mM (Sigma), Tris-HCI
16.7mM pH8(Sigma) y NaCl 167mM (Sigma)). A continuacion, se separaron 50 ul de
muestra, que se utilizaron como control del experimento (INPUT), se repartio el resto
entre las diferentes condiciones (viales con bolitas magnéticas y el anticuerpo) y se incu-
baron a 4C en agitacion rotatoriatoda la noche.

Tras la incubacion, se realizaron varios lavados de 10 minutos a 4C en agitacion rotatoria
y con la ayuda del estante magnético. Dos lavados de 10 minutos a 4C con una solucion
que contenia 0.1% SDS , 1% TritonX-100 (Sigma) , 2mM EDTA (Sigma), 20 mM Tris-
HCI pHS8 (Sigma), 150 mM NaCl (Sigma) dos lavados con una solucién que contenia
0.1% SDS (Sigma), 1% TritonX-100 (Sigma), 2mM EDTA (Sigma), 20 mM Tris-HCl
pH8 (Sigma), 500 mM NaCl (Sigma) y un lavado con solucién de LiCl (0.25M LiCl
(Sigma), 1% NP40(Sigma), 1% &cido deoxicdlico (Sigma), ImM EDTA (Sigma), 10mM
Tris-HCI pH8(Sigma)).

Por tltimo se realizaron dos lavados con soluciéon TE (ImM EDTA, 10mM Tris-HCl
pHB8). A continuacion se eluy6 la muestra con SDS 10%, 0.1M NaHCO3 (Sigma) en dd-
H,O (100ul /muestra) incluyendo los 50 pl de muestra separados previamente (INPUT)
mediante incubacion de 15 minutos a temperatura ambiente en agitacion, recogiendo el
sobrenadante a un tubo limpio al colocar los tubos en un estante magnético. Este proce-
dimiento se repitid 2 veces Seguidamente, se afiadieron 8 ul de NaCl 5SM (Sigma) y se
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incubaron a 65C durante toda la noche para eliminar el retrocruzamiento. Al dia siguiente
se anadié 1 pl de RNAsa A (QIAGEN) y se incub6 durante 30 minutos a 37C. A conti-
nuacion se anadieron 4 ul de EDTA 0,5M (Sigma), 8 ul tris-HCl 1M pH6,8 (Sigma), 0,5
ul proteinasa K (Sigma) y se incubaron durante 1-2 horas a 45C. Por ultimo se purifica-
ron las muestras siguiendo el protocolo de la casa comercial (QIAGEN) y se guardaron
a-20C.

Las muestras se analizaron mediante PCR cuantitativa. La reaccion de PCR cuantitativa
se realizo con el reactivo Fast Syber Green (Applied Byosistems), la concentracion final
de los oligonucleotidos fue 1uM y las muestras se analizaron en el 7500 Fast Real-Time
PCR System (Applied Biosystems). El programa consistio en 10 minutos a 95C, y 40
ciclos de 15 segundos a 95C y 60 segundos a 60C. Los oligonucledtidos utilizados se
muestran a continuacion:

thprom -3500: fwd: 5’- GAT AAG GCAGCAGCTTCCAC-3¥
rev: - CCTCTTTCAGCACGGTGTTT-3’

thprom fwd: 5-GTC TCC TGT CCCAGAACACC-%¥
rev: - AGG CAC CTG CCT CTGAATC-3

hprt fwd: 5-AGCAGG TGT TCT AGT CCT GTG G -3
rev: - ACG CAG CAACTGACATIT CTAA-3
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ANALISIS ESTADISTICO

Los andlisis estadisticos se realizaron con el paquete estadistico GraphPad Prism (versién
6.0d). Mediante la prueba de Kolmogorov-Smirnov se determi6 si la distribucién era
normal, y se aplicé el Test de Levene para evaluar la homocedasticidad. Para la determi-
nacién de la significancia de las diferencias entre dos grupos experimentales se aplicé la
prueba de la “t” de Student.

Para los casos de las comparaciones multiples, primero se aplic6 la prueba ANOVA para
estudiar si existian diferencias entre los grupos experimentales y posteriormente, median-
te el Test de Tukey se determind la significancia de las diferencias. En el conjunto de los
andlisis los valores p< 0,05 se han considerado estadisticamente significativos. Todos los
valores obtenidos se han expresado como la media + error estdndar de la media (sem),
en los diferentes grupos descritos. Se ha representado p< 0,05 como *, p< 0,01 como **,
p< 0,001 como ***.
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Tabla M2. Anticuerpos primarios.

A;:iilcr?:rrigo Especie! Dilucién Casa comercial y referencia Aplicaciéon
Pbx1a Ms 1:250 Santa Cruz (sc-101851) IF
Pbx1b Ms 1:100 Santa Cruz (sc-101852) IF
Pbx2 Ms 1:100 Santa Cruz (sc-890) IF
Pbx3 GP 1:16000 Santa Cruz (sc-891) IF

TH Shp 1:1000 Peel-freez (P60101-0) IF
TH Rb 1:1000 Peel-freez (P40101-0) IF
TH Ms 1:500 Millipore (MAB318) IF
CR Ms 1:3000 Millipore (AB5054) IF
CR Rb 1:2000 Millipore (MAB1568) IF
CB Ms 1:3000 Sigma (C9848) IF
CB Rb 1:5000 Swant (CB38) IF
Er81 Rb 1:1000 Abcam (ab81086) IF

Developmental Studies
Pax6 Rb 1:1000 Hybridoma Bank IF
(AB_528427)

GAD67 MS 1:500 Chemicon (AB1511) IF

COUP-TF1 Ms 1:500 Persus ngtgfgi)cs IF

GFP Chk 1:1000 Aves lab (GFP-1020) IF
BrdU rata 1:400 Abcam (ab6326) IF
Ki67 Rb 1:150 Abcam (ab15580) IF
DCX Gt 1:100 Santa Cruz (sc-8066) IF
DIG Shp 1:3500 Roche (11093274910) ISH
Pbx1 Rb 6,6x10-3pug/ul Cell signaling (4342) IP
IgG Ms 6,6x10-3pug/pl Santa Cruz (sc-2025) IP
RNApol II Ms 6,6x10-3pug/ul Santa Cruz (sc-13583) IP

Rb: anticuerpo policlonal obtenido en conejo; Ms: anticuerpo monoclonal obtenido en ratén; Gt:
anticuerpo policlonal obtenido en cabra, GP: anticuerpo policlonal obtenido en conejo de indias,

Chk: anticuerpo policlonal obtenido en pollo, Shp: anticuerpo policlonal obtenido en oveja.
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Tabla M3. Anticuerpos secundarios.

Anticuerpo secundario | Especie! | Dilucién | Casa comercial y referencia | Aplicaciéon
Alexa 555 anti-Ms Dk 1:500 Invitrogen (A31570) IF
Alexa 488 anti-Ms Dk 1:500 Invitrogen (A21202) IF
Alexa 633 anti-Ms Gt 1:500 | Molecular probes (A21052) IF
Alexa 555 anti-Rb Dk 1:500 Invitrogen (A31572) IF
Alexa 488 anti-Rb Dk 1:500 Invitrogen (A21206) IF
Alexa 633 anti-Rb Gt 1:500 Invitrogen (A21071) IF
Alexa 555 anti-rat Gt 1:500 Invitrogen (A21434) IF
Alexa 555 anti-GP Dk 1:500 ]acksc();lolér_lgggfcl)z%s)earch IF
Alexa 488 anti-Chk Gt 1:500 Invitrogen (A-11039) IF
Alexa 647 anti-GP Gt 1500 | M€ t;ff,‘;‘;’s“’(i‘ef 145 :)e)cular IF
Alexa 488 anti-Gt Dk 1:500 Invitrogen (A-11055) IF
Alexa 488 anti-Shp Dk 1:500 Invitrogen (A11015) IF

Alexa-555 B 1:300 Jackson Immunoresearch IF
Estreptavidina (JAC-016-160-084)

Alexa-647 B 1:300 Jackson Immunoresearch IF
Estreptavidina (016-600-084)
Biot. Anti -Ms caballo 1:300 Vector (BA-1100) IF

Gt: anticuerpo obtenido en cabra, Dk: anticuerpo obtenido en burro.
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1 ESTUDIO DEL PATRON DE EXPRESION DE LOS MIEMBROS
DE LA FAMILIA PBX

Como se ha explicado en la introduccién, en mamiferos, la familia de los factores de
transcripcion (FT) PBX estd formada por 4 miembros: PBX1, PBX2, PBX3 y PBX4
con distintas isoformas para cada uno de ellos. Sin embargo, desafortunadamente, no
existen anticuerpos ni para todos los FT ni para todas las isoformas. Concretamente, en
este trabajo se utilizaron anticuerpos para las dos isoformas de PBX1: PBX1a y PBX1b,
unicamente distintos entre si en la parte c- terminal, PBX2 y PBX3.

En el presente capitulo se analizard el patrén de expresion de los factores PBX1 (la iso-
forma PBX1a, PBX1b que difieren en su region carboxi-terminal pero no en su regién de
unién al DNA), PBX2 y PBX3 en la zona subventricular (SVZ), en el camino migrador
rostral (RMS del inglés Rostral Migratory Stream) y en el bulbo olfatorio (BO) de ratones
adultos (C57BL6) de dos meses de edad (Figura R1 A). Ademads, también se estudiard
su expresion en la zona subventricular y en el bulbo olfatorio de ratones neonatos (PO)
(C57BL6) (Figura R1 B).

BO RMS SVZ BO svz

A Figura R1 (A) Diagrama de un cerebro adulto de
ratén donde se indica aproximadamente a que altura
del BO,RMS y SVZ se realizaron los recuentos. (B)
Diagrama de un cerebro de ratén post- natal (PO)
donde se indica aproximadamente a que altura del
BO y SVZ se realizaron los recuentos.
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1.1. Estudio del patrén de expresion de los miembros de la familia PBX en cerebro
adulto de ratén

1.1.1. Estudio del patrén de expresion de los miembros de la familia PBX en la zona
subventricular

En primer lugar, para estudiar la expresion de PBX1a, PBX1b, PBX2 y PBX3 en la zona
subventricular (SVZ) (dorsal y lateral) se realizaron tinciones de inmunofluorescencia
para cada uno de los factores de transcripcion en secciones de la SVZ de animales control
(C57BL6) de dos meses de edad. (Figura R2). El analisis por microscopia confocal de
las secciones reveld que PBX1a, PBX1b y PBX2 se expresan en SVZ aunque cada factor
muestra un patrén de expresion diferente (Figura R2). Por el contrario, no observamos
expresion de PBX3 en SVZ (no mostrado).

La expresion de PBX1a y PBX1b queda principalmente restringida a células cercanas a
las paredes del ventriculo (SVZ) con un mayor numero de células PBX1b positivas en
comparacion con las células PBX1a (Figura R2 C y D). Por otra parte, PBX2 se expresa
en un gran namero de células del estriado y apenas pueden apreciarse células positivas
para PBX?2 en las paredes del ventriculo (Figura R2 E).

Figura R2: PBX1a, PBX1b y PBX2 se expresan una seccion coronal de la SVZ adulta de animales

en SVZ pero con distintos patrones de expresion.
(A) Diagrama de un cerebro adulto de ratén donde
se indica aproximadamente a que altura de la SVZ
se tomaron las imdgenes. (B) Diagrama de una sec-
cién coronal de cerebro adulto de ratén donde se
representan las diferentes regiones de la SVZ (ver-
de) dorsal; (naranja) lateral y ventral; (azul) medial.
Modificado de Alvarez-Buylla et al., 2008. (C-E)
Imagen panordmica de microscopia confocal de la
inmunofluorescencia de los factores de transcripcion
PBXla, PBX1b y PBX2 respectivamente (rojo) de
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control C57BL6 de 2 meses. (C) PBXla se expresa
en las zonas dorsal y lateral del ventriculo en un nu-
mero reducido de células y en el inicio del RMS en
mayor nimero. (D) PBX1b se expresa en las células
cercanas a la pared del ventriculo (dorsal y lateral) y
en células del inicio del RMS. (E) PBX2 apenas se
expresa en las células cercanas a la pared del ventri-
culo dorsal y lateral y tampoco en el inicio del RMS.
La tincién nuclear DAPI se muestra en azul. Escala:
S0umen C,D,Ey25umen C’,C”,C’”,D’,D” D E
> E” E”’. LV ventriculo lateral, St estriado. p
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A continuacion, se caracterizo si la expresion en la SVZ de PBX1a y PBX1b correspondia
a progenitores neuronales. Para ello se realizé un estudio de co- localizacion con Ki-67
(marcador de proliferacion) (Gerdes et al., 1984) en los ventriculos dorsal y lateral me-
diante una doble inmunohistoquimica de fluorescencia contra cada uno de los FT y Ki-67
en secciones de la SVZ (Figura R3).

Los recuentos de las inmunotinciones revelaron que alrededor del 10% de las células
positivas para Ki-67 co-expresan PBX1a (Figura R3 C-D) mientras que la gran mayoria

0 G PBX1a DAPI
; S
arpla.plasplap
°

PBX1b DAPI

c PBX2 DAPI
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co-expresan PBX1b (Figura R3 F-G). Como era de preveer por la falta de expresion de
PBX2 en la SVZ, nuestros analisis revelaron que tan s6lo un 1% de la poblacion de célu-
las proliferantes de la SVZ lo expresa. (Figura R3 I-J).

Ademas, también se analiz6 el porcentaje de células positivas para cada uno de los FT que
expresaban Ki-67 en SVZ. Los resultados mostraron que el 12% de las células PBX1a+
expresaban Ki-67 mientras que para PBX1b el porcentaje incremento hasta el 34%. Sin
embargo, menos del 1% de las células PBX2+ co- localizaban con el marcador de proli-

feracion.

® % FT*/Ki-67*
% FT/Ki-67*

PBX1a

[o

©980+4,16%

PBX1b

[o

® 98,90+ 0,76 %

PBX2

® 1%

® % Ki-67*/FT*

% Ki-67/FT*

PBX1a

[

© 12,36 + 2,60 %

PBX1b

[e,

© 34,38+ 5,20%

PBX2
® 040 %

<« Figura R3. La gran mayoria de las células
Ki-67+ expresan PBX1b y son negativas para
PBX1a y PBX2. (A) Diagrama de un cerebro adul-
to de ratén donde se indica aproximadamente a que
altura de la SVZ se tomaron las imédgenes. (B) Dia-
grama de una seccién coronal de cerebro adulto de
ratén donde se indica mediante trazo discontinuo la
region aproximada de la SVZ en la que se tomaron
las imédgenes. Modificado de Alvarez-Buylla et al.,
2008. (C,F,I) Imagen de microscopia confocal de la
inmunofloresecencia de los factores de transcripcion
(rojo) PBX1a (C), PBX1b (F) y PBX2 (I) y Ki-67
(verde) de una seccion coronal de la SVZ adulta de
animales control C57BL6 de 2 meses. (C) Micro-
fotografia confocal de la SVZ donde se aprecia el
reducido nimero de células positivas para Ki-67
(verde) que co-localiza con PBX1a (rojo). (F) Mi-
crofotograffa confocal de la SVZ donde se muestra
que la poblacién de células en proliferacion (verde)
expresa PBX1b (rojo). (I) Microfotografia confo-
cal de la SVZ en la que se indica que PBX2 (rojo)
no co-localiza con el marcador Ki-67 (verde). (D,
G, J) Andlisis cuantitativo de las regiones dorsal y
lateral de la SVZ del porcentaje de células positi-
vas para Ki-67 que co-localizan con cada FT. (D)
El 9,80% + sem 4,16 de las células ki67+ expresan
PBXl1a (n=2). (G) EI 98,90% =+ sem 0,76 de las cé-
lulas ki67+ expresan PBX1b (n=2). (J) El 1% de las
células ki67+ expresan PBX2 (n=1). (E,H,K) And-
lisis cuantitativo de las regiones dorsal y lateral de
la SVZ del porcentaje de células positivas para cada
FT (rojo) que co-localizan con Ki-67 (verde). (E)
El 12,36% + sem 2,60 de las células PBX1a+ ex-
presan Ki-67 (n=2). (H) El 34,38% =+ sem 5,20 de
las células PBX1b+ expresan Ki-67 (n=2). (K) El
0,40% de las células PBX2+ expresan Ki-67 (n=1).
Los valores representan el promedio + del error es-
tandar de la media (s.e.m) del nimero de células do-
ble positivas. Los tridngulos negros de las figuras
seflalan células Ki-67+/FT+. Los tridngulos blancos
de las figuras sefialan células Ki-67+/FT-. La tincién
nuclear DAPI se muestra en azul. Escala: Sum en
C,F]I. LV ventriculo lateral, St estriado.
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1.1.2. Estudio del patrén de expresion de los miembros de la familia PBX en neuro-
blastos migradores

Una vez generados, los neuroblastos postmitdticos migran en forma de cadenas por las
paredes de la SVZ hasta que coalescen en un unico gliotubo que desemboca en la parte
mas profunda del bulbo olfatorio (llamado RMS). Curiosamente, nuestros andlisis de
expresion muestran una intensa marca tanto de PBX1a (Figura R4 C) como de PBX1b
(Figura R4 D) pero no de PBX?2 (Figura R4 E) en el RMS. Por eso, nos propusimos es-
tudiar la expresion de estos factores en neuroblastos en migracion mediante el uso del
marcador DCX (doublecortin). Este marcador de neuronas inmaduras permite identificar
a los progenitores neuronales en migracion (neuroblastos).

Para el analisis se realiz6 una doble inmunofluorescencia contra PBX1a, PBX1b y el mar-
cador citoplasmatico de neuroblastos DCX en secciones de la SVZ de animales control
(C57BL6) de dos meses de edad (Figura RS).

Los recuentos mostraron que un 94% de los neuroblastos migradores expresaba PBX1a
(Figura R5 D) y que un 93% PBX1b (Figura R5 G). Sin embargo, tan sélo el 3% expre-
saban PBX?2 (no mostrado). El andlisis también revel6 que la mayor parte de las células
PBX1a+ (90%) co- localizaban con la sefial de DCX (Figura RS E) mientras que menos
de la mitad (46%) de las PBX1b+ expresaban el marcador (Figura RS H).
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RMS

A Figura R4: El RMS muestra niveles eleva-
dos de expresiéon de PBX1a y PBX1b pero no de
PBX2. (A) Diagrama de un cerebro adulto de ratén
donde se indica aproximadamente a que altura del
RMS se tomaron las imdgenes. (B) Diagrama de
una seccion coronal de BO adulto de ratén donde se
representa la regiéon donde se han tomado las im4-
genes. (C-E) Imagen de microscopia confocal de la
inmunofloresecencia de PBX1a (C) (rojo), PBX1b
(D) (rojo) y PBX2 (E) (rojo) de una seccién coronal
caudal del BO adulto de animales control C57BL6
de 2 meses. La tincién nuclear DAPI se muestra en
azul. Escala: 20pm.
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® % FT*/DCX*  ® % DCX*/ FT*
% FT/DCX* % DCX/ FT*

PBX1a G PBX1a

® 93,76+ 3,87% ® 90,47 + 0,90 %

PBX1b ﬂ PBX1b

Q

® 93,19+592% ® 46,28 +8,21 %

Resultados

« Figura RS5: Las células DCX+ en SVZ
co-localizan con PBX1a y PBX1b. (A) Dia-
grama de un cerebro adulto de ratén donde se
indica aproximadamente a que altura de la SVZ
se tomaron las imagenes. (B) Diagrama de una
seccién coronal de cerebro adulto de ratén don-
de se indica mediante trazo discontinuo la regién
aproximada de la SVZ en la que se tomaron las
imdgenes. Modificado de Alvarez-Buylla et al.,
2008. (C,F) Imagen de microscopia confocal
de la inmunofloresecencia de los factores de
transcripcion (rojo) PBX1a (C) y PBX1b (F) y
del marcador de neuroblastos migradores DCX
(verde) de una seccién coronal de la SVZ adul-
ta de animales control C57BL6 de 2 meses. (D,
G) Andlisis cuantitativo de las regiones dorsal y
lateral de la SVZ del porcentaje de células po-
sitivas para DCX (verde) que co-localizan con
cada FT (rojo). (D) El 93,76% =+ sem 3,87 de
las células DCX+ expresan PBX1a (n=3). (G)
El193,19% + sem 5,92 de las células DCX+ ex-
presan PBX1b (n=3) (E, H) Andlisis cuantita-
tivo de las regiones dorsal y lateral de la SVZ
del porcentaje de células positivas para cada FT
(rojo) que co-localizan con DCX (verde). (E) El
90,47% =+ sem 0,90 de las células PBX1a+ ex-
presan DCX (n=3). (H) El 46,28% + sem 8,21
de las células PBX1b+ expresan DCX (n=3).
Los valores representan el promedio + del error
estandar de la media (s.e.m) del nimero de célu-
las doble positivas. Los tridngulos negros de las
figuras seflalan células DCX+/FT+. La tincién
nuclear DAPI se muestra en azul. Escala: Sum.
LV ventriculo lateral, St estriado.
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El anélisis del RMS en el BO (zona més rostral y por tanto de neuroblastos migradores
mas maduros) reveld un escenario muy parecido al encontrado en la SVZ (Figura R6): el
97% de los neuroblastos migradores del RMS expresan PBX1a (Figura R6 D) y el 96%
expresan PBX1b (Figura R6 G). Al mismo tiempo, los resultados mostraron que un 97%
de las células PBX1a+ y que un 95% de las células PBX1b expresaban DCX en la zona
mas rostral del camino migrador (Figura R6 E.H).

RMS
O
PBX1a
PBX1b
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® % FT*/DCX*
% FT/DCX*

00

® 97,10 + 2,90 %

® % DCX*/ FT*
% DCX/ FT*

® 96,77 +3,23%

06

® 98294+1,70% ©® 94,77 +5,23 %

Resultados

« Figura R6: Los neuroblastos migradores
expresan PBX1a y PBX1b en la region mas
caudal del BO. (A) Diagrama de un cerebro adul-
to de ratén donde se indica aproximadamente a
que altura del RMS se tomaron las iméagenes. (B)
Diagrama de una seccién coronal de BO adulto
de ratén donde se representa la region donde se
han tomado las imdgenes. (C, F) Imagen de mi-
croscopia confocal de la inmunofloresecencia de
los factores de transcripcion (rojo) PBX1a (C) y
PBX1b (F) y del marcador de neuroblastos migra-
dores DCX (verde) de una seccion coronal caudal
del BO adulto de animales control C57BL6 de 2
meses. Microfotografia confocal del dltimo tramo
del RMS donde se muestra el elevado nimero
de células DCX+ (verde) que co-localizan con
PBXla (rojo) (C) y PBX1b (rojo) (F). La tincién
nuclear DAPI se muestra en azul. (D, G) Anéli-
sis cuantitativo del RMS del porcentaje de célu-
las positivas para DCX (verde) que co-localizan
con cada FT (rojo). (D) E1 97,10% =+ sem 2,90 de
las células DCX+ expresan PBX1a (n=2). (G) El
98,29% + sem 1,70 de las células DCX+ expre-
san PBX1b (n=2). (E, H) Analisis cuantitativo del
RMS del porcentaje de células positivas para cada
FT (rojo) que co-localizan con DCX (verde). (E)
E196,77% + sem 3,23 de las células PBX1a+ ex-
presan DCX (n=3). (H) E1 94,77% + sem 5,23 de
las células PBX1b+ expresan DCX (n=3). Los va-
lores representan el promedio + del error estandar
de la media (s.e.m) del nimero de células doble
positivas. Escala: 25um.
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1.1.3. Estudio del patrén de expresion de los miembros de la familia PBX en la capa
periglomerular del bulbo olfatorio

Tal y como ya se ha descrito en la Introduccion, el BO presenta una organizacion laminar
dispuesta a modo de capas concéntricas en las cuales se distribuyen los diferentes tipos de
neuronas. Con el objetivo de estudiar el patron de expresion de los FT de la familia PBX
en el OB, se realiz6 una inmunohistoquimica de fluorescencia contra PBX1a, PBX1b,
PBX2 y PBX3 (no mostrado) en secciones del BO de animales control C57BL6 de dos
meses de edad Figura R7.

Las imagenes por microscopia confocal de las secciones revelaron que todos ellos se ex-
presan en el BO pero con distinto patron de expresion. En cuanto a PBX1a, como puede
apreciarse en la Figura R7 C, se expresa en un elevado numero de células de la capa gra-
nular (GCL del inglés Granule Cell Layer) sin embrago, apenas se observan células posi-
tivas en las capas plexiforme externa (EPL del inglés External Plexiform Layer ) y mitral
(MCL del inglés Mitral Cell Layer). También se observé un abundante nimero de células
positivas para PBX1a en la PGL (del inglés PeriGlomerular Layer). PBX1b también se
expresa de forma generalizada en la capa GCL y de forma mas reducida en la PGL. En las
capas EPL y MCL se observo un numero muy reducido de células que expresaban PBX1b
Figura R7D. Finalmente, el andlisis para PBX2 mostr6 que, como en el caso de PBX1b se
expresaba en la capa GCL. Ademas, PBX?2 se expresaba de forma muy pronunciada en la
PGL pero su sefial en las capas EPL y MCL fue minima (Figura R7 E).
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<« Figura R7: PBX1a, PBX1b y PBX2 se expre-
san en las diferentes capas del BO. (A) Diagrama
de un cerebro adulto de ratén donde se indica apro-
ximadamente a que altura del BO se tomaron las
imdgenes. (B) Diagrama de una seccién coronal de
un cerebro adulto de ratén donde se representan las
diferentes capas del BO. (C-E) Imagen panordmica
de microscopia confocal de la inmunofluorescencia
de los factores de transcripciéon PBX1a (rojo) (C),
PBX1b (rojo) (D) y PBX2 (rojo) (E) respectivamen-
te de una seccién coronal de BO adulto de animales
control C57BL6 de 2 meses. (C) PBX1a se expresa
en un elevado nimero de células de la GCL pero su
expresion en la MCL y en la EPL disminuye drds-
ticamente y vuelve a expresarse en PGL. (D) Las
capas GCL y PGL muestran un alto nimero de cé-
lulas positivas para PBX1b sin embargo la sefial en
MCL y EPL es mucho menor. (E) PBX2 se expresa
en células de la GCL y PGL y es casi imperceptible
en las capas MCL y EPL. La tincién nuclear DAPI
se muestra en azul. El trazo discontinuo separa las
diferentes capas en las que se organiza el OB. GCL
capa granular, ML capa mitral, EPL capa plexiforme
externa, PGL capa periglomerular. Escala: 75um.
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Como el interés principal de esta tesis es el estudio de los factores PBX en relacion a
su posible papel en diferenciacion de las neuronas dopaminérgicas del bulbo, los expe-
rimentos se focalizaron en caracterizar las poblaciones de la PGL puesto que es en esa
zona donde se localizan las neuronas DA maduras. En los experimentos que se muestran
a continuacion se analizo el patron de expresion de los miembros de la familia PBX en
referencia a las tres subpoblaciones de interneuronas de la PGL: en las neuronas DA 'y en
los otros dos tipos de interneuronas de la PGL las calretininas (CR) y calbindinas (CB).

En primer lugar, para los estudios de expresion en las neuronas DA del BO se realiz
una doble inmunohistoquimica fluorescente contra el FT y la Tirosina hidroxilasa (TH),
enzima citoplasmadtica que cataliza el paso de L-tirosina a DOPA (precursor de la DA) y
que es comunmente empleada para marcar la poblacion de neuronas DA. TH se expresa
en todas las neuronas catecolaminérgicas del sistema nervioso (dopaminérgicas, adrenér-
gicas y noradrenérgicas), sin embargo, como el BO carece de poblaciones adrenérgicas o
noradrenérgicas podemos usar TH como marcador innequivoco de DA del bulbo.

Para llevar a cabo el experimento, se emplearon animales control C57BL6 de dos meses
de edad. El analisis por microscopia confocal de las secciones revel6 que un alto porcen-
taje de las neuronas DA del bulbo olfatorio eran positivas para PBX1a (98%) y PBX2
(100%) (Figura R8 D.J). Por el contrario, los recuentos mostraron que tan sélo el 4% de
las DA expresaban PBX1b y que ninguna expresaba PBX3 (Figura R8 G,M). El analisis
también mostré que ninguno de los FT es exclusivo para neuronas DA. Unicamente la
mitad de las células PBX1a+, un 5% de las PBX1b y un 35% de las PBX2+ expresaban

TH (Figura R8 E.H,K,N).

Figura R8: Las neuronas DA del BO expresan
PBX1ay PBX2 pero son negativas para PBX1b y
PBXa3. (A) Diagrama de un cerebro adulto de ratén
donde se indica aproximadamente a que altura del
BO se tomaron las imdgenes. (B) Diagrama de una
seccién coronal de BO adulto de ratén

donde se indica la capa del BO en la que se toma-
ron las imdgenes. (C, F, I, L) Imagen de micros-
copia confocal de la inmunofloresecencia de los
factores de transcripcion (rojo) PBX1a (C), PBX1b
(F) PBX2 (I) y PBX3 (L) y TH (verde) de la PGL
de una seccion coronal del BO adulto de animales
control C57BL6 de 2 meses. (C) Microfotografia
confocal en la que se muestra la co-localizacién de
TH (verde) y PBXla (rojo). (C’),(C”),(C*”) Am-
pliacién de dos células TH+/PBX1a+. (F) Micro-
fotografia confocal en la que se aprecia como las
dopaminérgicas (verde) del BO no expresan PBX1b
(rojo). (F”),(F”),(F”’) ampliaciéon de dos células
TH+/PBX1b-. (I) Microfotografia confocal en la
que se muestra la co-localizacién de TH (verde) y
PBX2 (rojo). (I"),(I””),(I””) ampliacion de dos cé-
lulas TH+/PBX2+. (L) Microfotografia confocal en
la que se aprecia que las DA del BO son PBX3-.
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@L)(L”),(L”) ampliacion de dos células TH+/
PBX3-. (D,G,J,M) Andlisis cuantitativo de la PGL
del porcentaje de células positivas para TH (verde)
que expresan el FT. (D) E1 98,23% + sem 1,12 de las
células TH+ expresan PBX1a (n=4). (G) E14,23% =+
sem 0,91 de las células TH+ expresan PBX1b (n=4).
J) El 96,34% + sem 3,66 de las células TH+ ex-
presan PBX2 (n=2). (M) El 0% de las células TH+
expresan PBX3 (n=1). (E,H,K,N) Andlisis cuantita-
tivo de la PGL del % de células positivas para cada
FT (rojo) que expresan TH (verde). (E) El 54,09% =+
sem 7,45 de las células PBX1a+ expresan TH (n=4).
(H) El 4,78% =+ sem 0,42 de las células PBX1b ex-
presan TH (n=4). (K) El 34,24% + sem 7,20 de las
células PBX2+ expresan TH (n=2). (N) El 0% de
las células TH+ expresan TH (n=1). Los valores
representan el promedio + del error estindar de la
media (s.e.m) del nimero de células doble positivas.
Los tridngulos blancos de las figuras sefialan células
TH+/FT-. Los tridngulos negros de las figuras sefia-
lan células TH+/FT+. La tincién nuclear DAPI se
muestra en azul. Escala: 25um en C, F, I, Ly Spum
enC’,C”,C”,F,F’,F’l’,1”, "’ ,L’,L”, L.
>
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Resultados

Para los estudios de expresion en la poblacion de calretininas se realizé una doble inmu-
nohistoquimica fluorescente contra el FT y CR en secciones del BO de animales control

C57BL6 de dos meses de edad.

Las imédgenes de microscopia confocal de las secciones mostraron que un elevado por-
centaje de CR (87%) expresaban PBX?2 y en menor cantidad, también expresaban PBX3
(35%) y PBX1a (15%) pero apenas se encontraron CR positivas para PBX1b (1%) (Figu-
raR9 D, G,J, M). Ademés, los resultados también mostraron que un 15% de la poblacién
de células PBX1a+, un 4% de las PBX1b+, un 36% de las PBX2 y un 53% de las PBX3+

era positiva para CR (Figura RO E, H, K, N).

Por tanto, tal y como sucedia con la poblacion dopaminérgica, ninguno de los FT era ex-
presado de forma exclusiva en las neuronas calretinina positivas.

Figura R9: PBX1a, PBX2 y PBX3 se expresan en
células CR positivas. (A) Diagrama de un cerebro
adulto de ratén donde se indica aproximadamente
a que altura del BO se tomaron las imagenes. (B)
Diagrama de una seccién coronal de BO adulto de
ratén donde se indica la capa del BO en la que se
tomaron las imagenes. (C, F, I, L) Imagen de mi-
croscopia confocal de la inmunofloresecencia de los
factores de transcripcién (rojo) PBX1a (C), PBX1b
(F) PBX2 (I) y PBX3 (L) y CR (verde) de la PGL
de una seccién coronal del BO adulto de animales
control C57BL6 de 2 meses. -. (C) Microfotografia
confocal en la que se muestra la co-localizacién de
algunas CR (verde) y PBXla (rojo). (C’, C”, C*”)
ampliacién de dos células CR+ una PBX1a+ y otra
PBXla-. (F) Microfotografia confocal en la que se
aprecia como las CR (verde) del BO no expresan
PBX1b (rojo). (F’),(F”),(F”’) ampliacién de dos
células TH+/PBX1b-. (I) Microfotografia confocal
en la que se muestra la co-localizacién de CR (ver-
de) y PBX2 (rojo). (I’)(I””)(I’””) ampliacion de dos
células CR+/PBX2+. (L) Microfotografia confocal
en la que se aprecia co-localizacion de algunas célu-
las CR+ y PBX3. (I’),(L”) (L) ampliacion de dos
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células CR+ una PBX3+ y otra PBX3. (D,G,J,M)
Andlisis cuantitativo de la PGL del % de células po-
sitivas para CR (verde) que expresan el FT. (D) El
16,42% + 4,09 de las células CR+ expresan PBX1a
(n=4). (G) E1 0,84% =+ sem 0,50 de las células CR+
expresan PBX1b (n=4). (J) El 81,13% + sem 5,88
de las células CR+ expresan PBX2 (n=2). (M) El
35% de las células CR+ expresan PBX3 (n=1).
(E,H,K,N) Anadlisis cuantitativo de la PGL del % de
células positivas para cada FT (rojo) que expresan
CR. (E) El 15,17% =+ 3,64 de las células PBX1a+
expresan CR (n=4). (H) El 4,32% + sem 2,08 de
las células PBX1b+ expresan CR (n=4). (K) El
36,41% + sem 4,00 de las células PBX2+ expresan
CR (n=2). (N) El 52,66% de las células CR+ expre-
san CR (n=1). Los valores representan el promedio
+ del error estdndar de la media (s.e.m) del nimero
de células doble positivas. Los tridngulos blancos
de las figuras senalan células CR+/FT. Los tridngu-
los negros de las figuras sefialan células CR+/FT+.
La tincion nuclear DAPI se muestra en azul. Esca-
la: 25um en C, F, I, L y Sum en (C),(C”),(C*”),
(B (F)(F7), (), (7)) , (L)L) (L) B
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Resultados

Finalmente, para estudiar el ultimo tipo de interneuronas, se llevé a cabo una doble inmu-
nohistoquimica fluorescente contra el FT y CB en secciones del BO de animales control
C57BL6 de dos meses de edad. Tras analizar la imagenes de microscopia confocal se
descubri6 que las células positivas para CB expresan PBX?2 en un alto porcentaje (87%)
y que casi la mitad expresaba PBX1a (41%) (Figura R10 J,D). Sin embargo, este tipo de
interneuronas no expresaba PBX3 (no mostrado). También se observo que el 14% de las
células PBX1a+, 3% de las PBX1b+y el 22% de las PBX2+ expresaban CB (Figura R10
E, H, K). Por tanto, estos recuentos confirman una vez mds que los FT analizados no eran

exclusivos ni de DA, ni de CR ni de CB.
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Resultados

En conclusion, el patron de expresion para los factores PBX1, PBX2 y PBX3 en el siste-
ma del BO en el adulto se resumen en la tabla R1. Los progenitores expresan mayorita-
riamente y de forma exclusiva PBX1 isoforma b, los neuroblastos migradores mantienen
esta expresion pero ademds encienden la expresion de la isoforma a, por el contrario, las
neuronas dopaminérgicas maduras expresan PBX1a y PBX2.

El perfil de expresion de los factores PBX en las interneuronas calretinina positivas no
es tan definido como las DA, ya que, aunque la mayoria son PBX2, tan solo un 16% de
ellas expresa PBX1a, ademas hay un porcentaje importante (35%) que expresa PBX3.
Igualmente, las interneuronas CB positivas son también heterogeneas en su expresion
de factores PBX, como las DA y CR la gran mayoria expresan Pbx2 pero tan solo el
40% expresa PBX1a. Esta heterogeneicidad de expresion de factores PBX en CR y CB
puede estar reflejando una diversidad de subtipos CR y CB que no ha sido descrita con
anterioridad.

Tabla R1: Patr6n de expresion de los miembros de la familia PBX en SVZ, RMS y PGL en animales adul-
tos y SVZ, VZ y PGL en animales adultos.

Progenitores | Neuroblastos migradores PGL
Ki-67 DCX (SVZ) | DCX (RMS) TH CR CB
PBX1a 9,8% 93,76% 97,10% 98,23% 16,42% 42,36%
PBX1b 98,90% 93,19% 98,29% 4,23% 0,84% 41,03%
PBX2 1% 0% 0% 96,34% 81,13% 87,14%
PBX3 0% 0% 0% 0% 35% 0%

<« Figura R10: Las células CB+ expresan PBX1a
y PBX2 pero son PBX1b negativas. (A) Diagra-
ma de un cerebro adulto de ratén donde se indica
aproximadamente a que altura del BO se tomaron
las imdgenes. (B) Diagrama de una seccién coro-
nal de BO adulto de ratén donde se indica la capa
del BO en la que se tomaron las imdgenes. (C, F, I)
Imagen de microscopia confocal de la inmunoflo-
resecencia de los factores de transcripcién (rojo)
PBXla (C), PBX1b (F) y PBX2 (I) y CB (verde)
de la PGL de una seccién coronal del BO adulto de
animales control C57BL6 de 2 meses. (C) Micro-
fotografia confocal en la que se muestra la co-loca-
lizacién de algunas CB (verde) con PBX1a (rojo).
(C),(C”)(C”) ampliacion de dos células CB+ una
PBXla+ y otra PBX1a-. (F) Microfotograffa confo-
cal en la que se aprecia como las CB (verde) del BO
no expresan PBX1b (rojo). (F”),(F”),(F*”) amplia-
cion de dos células CB+/PBX1b-. (I) Microfotogra-
fia confocal en la que se muestra la co- localizacion
de CB (verde) con PBX2 (rojo). (I’),(I"”),(I’”’) am-

pliacién de dos células CB+/PBX2+. (D,G,J) Andli-
sis cuantitativo de la PGL del % de células positivas
para CB (verde) que expresan el FT. (D) E1 42,36%
+ 2,59 de las células CB+ expresan PBX1a (n=4).
(G) E1 1,51% + sem 0,68 de las células CB+ expre-
san PBX1b (n=3). (J) El 87,14% + sem 0,71 de las
células CB+ expresan PBX2 (n=2). (E,H,K) Andli-
sis cuantitativo de la PGL del % de células positivas
para cada FT (rojo) que expresan CB (verde). (E)
El 13,68% + 1,88 de las células PBX1a+ expresan
CB (n=4). (H) El 2,71% + sem 1,66 de las células
PBX1b+ expresan CB (n=3). (K) El 22,22% + sem
1,76 de las células PBX2+ expresan CB (n=2). Los
valores representan el promedio + del error estin-
dar de la media (s.e.m) del nimero de células doble
positivas. Los tridngulos blancos de las figuras se-
fialan células CB+/FT-. Los tridngulos negros de las
figuras sefialan células CB+/FT+. La tincién nuclear
DAPI se muestra en azul. Escala: 25umen C,F, Iy
Sumen C’,C”,C”,F’,F”,F”I", 17, 1.
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Resultados

1.2. Estudio del patrén de expresion de los miembros de la familia PBX en cerebro
de ratones neonatos (P0)

Como se ha explicado en la Introduccion, una parte de las neuronas dopaminérgicas del
BO se generan durante el desarrollo embrionario y expresan TH desde estadios postna-
tales tempranos (P0). Las neuronas DA embrionarias, tienen su origen en la eminencia
ganglionar dorso lateral de la zona subventricular (Hinds JW, 1968), estructura anatémica
que da lugar a la SVZ en el adulto, y curiosamente, los progenitores DA adultos también
se localizan en la zona dorsal de la SVZ .

Aunque a PO las eminencias ganglionares (Eminencia Ganglionar Lateral y Medial) ya
no pueden distinguirse de forma separada la SVZ tampoco ha finalizado su proceso de
maduracion por tanto, se considerd interesante estudiar si los miembros de la familia de
los PBX expresados en SVZ adulta mostraban un patron de expresion similar a PO.

1.2.1. Estudio del patrén de expresion de los miembros de la familia PBX en la zona
ventricular y subventricular de una SVZ inmadura

Para llevar a cabo los experimentos, se realizo una inmunohistoquimca fluorescente con-
tra los miembros de la familia PBX (PBX1a, PBX1b y PBX?2) en secciones de SVZ de
ratones control C57BL6 neonatos. Tal y como muestra la Figura R11, la zona del ven-
triculo lateral fue dividida en dos sub-zonas: la VZ (zona ventricular), mas cercana al
ventriculo y formada por una estructura de epitelio pseudoestratificado y la SVZ (zona
subventricular), zona mds cercana al estriado, para facilitar su analisis. Las imagenes de
microscopia confocal revelaron que los tres FT analizados se expresaban pero con dis-
tintos patrones de expresion. PBX1b y PBX2 se expresan en ambas zonas sin embrago,
es en la VZ donde se aprecia una mayor intensidad (Figura R11 D, E). Por el contrario,
PBX1a se expresa en células de la SVZ pero apenas se detectan células positivas para el
FT en la VZ Figura R11 C).

Figura R11: PBX1a, PBX1b y PBX2 se expresan
en VZy SVZ a P0. (A) Diagrama de un cerebro de
ratén a PO donde se indica aproximadamente a que
altura de la SVZ se tomaron las imdgenes. (B) Dia-
grama de una seccién coronal de un cerebro de ratén
a PO donde se representan las diferentes regiones de
la SVZ (verde) dorsal; (naranja) lateral y ventral;
(azul) medial. Modificado de Alvarez-Buylla et al.,
2008. (C, D, E) Imagen panordmica de microscopia
confocal de la inmunofluorescencia de los factores
de transcripcion PBX1a, PBX1b y PBX2 respecti-

92

vamente (rojo) de una seccién coronal de la SVZ de
animales control C57BL6 a PO. (C) PBXla (rojo)
se expresa en células de la SVZ y s6lo en algunas
de la VZ. PBX1b (rojo) (D) y PBX2 (rojo) (E) se
expresan en ambas regiones y los dos muestran ma-
yor intensidad en las células de la VZ. La tincién
nuclear DAPI se muestra en azul. Escala: 100um en
C,D,Ey25umen C’,C”,C”,D’,D”, D", E’,
E”,E’’. LV ventriculo lateral, St estriado, VZ zona
ventricular, SVZ zona subventricular. »
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Resultados

A continuacion, se analizd si la senal de los FT estudiados anteriormente co-localizaba
con el marcador de proliferacion Ki-67 en el ventriculo lateral de neonatos. Para ello se
realiz6 una doble inmunohistoquimica de fluorescencia contra cada uno de los FT y Ki-67
en secciones de la SVZ de animales PO (Figura R12).

G PBX1b DAPI

(G) PBX2 DAPI
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Resultados

Los recuentos de las inmunotinciones revelaron que PBX1a tan sélo co- localizaba en
un 10% de las células proliferantes de la VZ 'y en un 72% en las de la SVZ (Figura R12
D). Sin embrago, alrededor del 100% de las células positivas para Ki-67 co-expresaban
PBX1b tanto en VZ como en SVZ (Figura R12 F). Finalmente, los analisis mostraron que
un 79% de la poblacion de células proliferantes de la VZ expresaban PBX?2 mientras que
en la zona subventricular lo expresaban un 55% (Figura R12 H).

Por tanto, no solo parece que los progenitores neonatales expresan un complemento dis-
tinto de factores PBX que en el adulto (ademds de PBX1b expresan en distinta medida
PBXla y PBX2) sino que ademas, la expresion de factores PBX es distinta segtn los
progenitores neonatales se encuentren en la VZ o la SVZ dando una idea de nuevo de
heterogeneicidad de poblaciones.

® % FT*/Ki-67* <« Figura R12: Los progenitores neonatales de la VZ y SVZ

9% FT/Ki-67+ expresan un complemento distinto de factores PBX. (A) Dia-

grama de un cerebro de ratén a PO donde se indica aproxima-

damente a que altura de la SVZ se tomaron las imagenes. (B)

Q PBX1a-VZ PBX1a-SVZ Diagrama de una seccion coronal de cerebro a PO de ratén don-
de se indica mediante trazo discontinuo la regién aproximada

de la SVZ en la que se tomaron las imdgenes. Modificado de

Alvarez-Buylla y cols., 2008. (C, E, G) Imagen de microscopia

confocal de la inmunofloresecencia de los factores de transcrip-

ciéon PBX1a (rojo) (C), PBX1b (rojo) (E) y PBX2 (rojo) (G) y

® 13,50% ®71,93% Ki-67 (verde) de una seccién coronal de la SVZ de animales
control C57BL6 a PO. (C) Microfotografia confocal donde se

muestra un reducido numero de células ki-67 (verde) positivas

para PBXla (rojo) en la regién VZ y un incremento de co-lo-

calizacion en SVZ. (C”),(C”),(C”’) ampliacion de dos células

Ki-67+/PBX1a+. Microfotografia confocal de la SVZ 'y VZ en

la que puede observarse el elevado nimero de células Ki-67

(verde) que expresan PBX1b (rojo). (E*),(E”),(E’’) ampliacién

G PBX1b-vZ PBX1b-5VZ de dos células Ki-67+/PBX1b+. (G) Microfotografia confocal

donde se muestra la co-localizacién de las células en prolifera-
cion (verde) y PBX2 (rojo) de la SVZ y la ligera disminucién
del nidmero de células Ki-67+ (verde) que expresan PBX2 (rojo)
en VZ. (G*),(G”),(G’”) ampliacion de dos células Ki-67+ una

PBX2+ y otra PBX2-. El trazo discontinuo separa la region ven-
® 93,29+3,47 % ® 93,10 + 2,88 % tricular de la subventricular. (D,F,H) Andlisis cuantitativo de la
region lateral de la SVZ del % de células positivas para Ki-67
que co-localizan con cada FT. (D) El 13,50% de las células Ki-
67+ de la VZ (n=1) y el 72% de la SVZ expresan PBX1a (n=1).
(F) E1 93,29% =+ sem 3,47 de las células ki67+ de la VZ (n=2)
y el 93,10% =+ sem 2,88 de la SVZ expresan PBX1b (n=2). (H)
El 79,46% de las células Ki-67+ de la VZ (n=1) y el 55,18%
de la SVZ expresan PBX2 (n=1). Los valores representan el
m PBX2-VZ PBX2-5VZ promedio + del error estandar de la media (s.e.m) del nimero

de células doble positivas. Los tridngulos blancos de las figuras
sefalan células Ki-67+/FT-. Los tridngulos negros de las figuras
sefalan células Ki-67+/FT+. La tincién nuclear DAPI se mues-
tra en azul.Escala: 25um en C, E, G y Sum en C’, C”, C*”,

E,E”,E”,G’,G”, G”. SVZ zona subventricular, VZ zona
® 79,46% ® 55,18 % ventricular.
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1.2.2. Estudio del patrén de expresion de los miembros de la familia PBX en neuro-
nas dopaminérgicas del bulbo olfatorio

Tal y como sucede con la SVZ, el BO de ratones neonatos no ha adquirido su completa
maduracion y las capas no estin todavia totalmente estructuradas. No obstante, se decidid
analizar si la expresion de los miembros de la familia PBX mostraba patrones de expre-
sion similares a los de adulto.

Para el estudio se realizo una inmunohistoquimca fluorescente contra los miembros de
la familia PBX (PBX1a, PBX1b, PBX2 Y PBX3) en secciones de BO de ratones control
C57BL6 neonatos (Figura R13). Los resultados mostraron que todos ellos se expresan en
el BO con patrones de expresion muy similares a los observados en adulto a excepcion de
PBX3 que se expresa en neuronas DA en neonatos pero no en adultos.

En cuanto a PBX1a, como puede apreciarse en la Figura R13 B, se expresa en un elevado
numero de células de la GCL y en menor numero en la PGL. PBX1b también se expresa
de forma generalizada en la capa GCL y de forma mads reducida en la PGL (Figura R13
D). El andlisis para PBX2 muestra que, como en el caso de PBX1b se expresa en la capa
GCL. Ademas, PBX2 se expresa de forma muy pronunciada en la PGL (Figura R13 C).
Finalmente, PBX3 con un patron de expresion similar al de PBX1b exhibe una abundante
expresion en GCL, y en un modesto numero de células positivas en la PGL (Figura R13
E).
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PBX1a DAPI

PBX1b DAPI

A

Figura R13: PBX1a, PBX1b PBX2 y PBX3
se expresan en las diferentes capas del BO a P0.
(A) Diagrama de un cerebro de ratén neonato don-
de se indica aproximadamente a que altura del BO
se tomaron las imagenes. (B-E) Imagen panoramica
de microscopia confocal de la inmunofluorescencia
de los factores de transcripciéon PBX1a (rojo) (B),
PBX1b (rojo) (D), PBX2 (rojo) (C) y PBX3 (rojo)
(E) respectivamente de una seccién coronal de BO
de animales control C57BL6 a PO. (B) PBX1a se ex-

Resultados

PBX2 DAPI

PBX3 DAPI

presa en un elevado nimero de células de la GCL y
en menor nimero en PGL. (C) PBX2 se expresa en
un elevado nimero de células de la GCL y PGL. (D)
Las capas GCL y PGL muestran un alto nimero de
células positivas para PBX1b. (E) PBX3 se expresa
con intensidad en las capas PGL y GCL. La tincién
nuclear DAPI se muestra en azul. Escala: 100pm.
El trazo discontinuo separa las diferentes capas en
las que se organiza el OB. GCL capa granular y PGL
capa periglomerular.
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Ademas, también se analiz6 el patron de expresion de los FT en las neuronas DA del BO
en animales neonatos con el objetivo de comparar su expresion con la observada en ani-

males adultos. (Figura R14).

Tras el recuento de las imdgenes de microscopia confocal se observé que los patrones
de expresion de PBX1a, PBX1b y PBX?2 eran muy similares a los de adulto (97%, 10%,
y 100% respectivamente) sin embargo, PBX3 modificd por completo sus porcentajes, si
bien en adulto las DA del BO no expresaban el FT, ahora, un 95% de las células DA en
animales neonatales son positivas para PBX3 (Figura R14 D, F, H, J).

Figura R14: Las neuronas DA del BO a P0 ex-
presan PBX1a, PBX2 y PBX3 pero no PBX1b.
(A) Diagrama de un cerebro de ratén neonato don-
de se indica aproximadamente a que altura del BO
se tomaron las imagenes. (B, D, F, H) Imagen de
microscopia confocal de la inmunofloresecencia
de los factores de transcripcion (rojo) PBX1a (B),
PBX1b (D) PBX2 (F) y PBX3 (H) y TH (verde)
de la PGL de una seccién coronal del BO de ani-
males control C57BL6 a PO. (B) Microfotografia
confocal en la que se muestra la co-localizacion de
TH (verde) y PBXla (rojo). (B’),(B”),(B’’) am-
pliacién de dos células TH+/PBX1a+. (D) Micro-
fotografia confocal en la que se aprecia como las
dopaminérgicas (verde) del BO no expresan PBX1b
(rojo). (D”),(D”),(D”’) ampliacién de dos células
TH+/PBX1b-. (F) Microfotografia confocal en la
que se muestra la co-localizacion de TH (verde) y
PBX2 (rojo). (F”)(F”),(F*”) ampliacién de dos cé-
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Iulas TH+/Pbx2+. (H) Microfotografia confocal en
la que se aprecia que las DA del BO también son
PBX3+. (H’),(H”),(H””) ampliacion de dos células
TH+/PBX3+. (C, E, G,I) Andlisis cuantitativo de la
PGL del % de células positivas para TH (verde) que
expresan el FT. (C) El 97,74% de las células TH+
expresan PBX1a (n=1). (E) El 10,60% de las células
TH+ expresan PBX1b (n=1). (G) El 100% + sem
0,00 de las células TH+ expresan PBX2 (n=2). (I)
El 95,02% + 2,58 sem de las células TH+ expresan
PBX3 (n=3). Los valores representan el promedio +
del error estandar de la media (s.e.m) del nimero de
células doble positivas. Los tridngulos blancos de
las figuras sefalan células TH+/FT-. Los tridngulos
negros de las figuras sefialan células TH+/FT+. La
tincién nuclear DAPI se muestra en azul. Escala:
125umen C,E,G,ly 625umen C’,C”,C",E’,
E”,E”,G,G”,G”,I",I”,I’”. »
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ANALISIS DE LAS NEURONAS DA DEL BO A E17,5 EN MUTANTES
Pbx1""; Pbx2 --; Nestin-CRE

Nuestros resultados del estudio del patrén de expresion de los miembros de la familia
PBX revelaron que las neuronas DA del OB de animales adultos expresaban tanto PBX1a
como PBX2. Por tanto, el siguiente paso fue estudiar si ratones mutantes para estos facto-
res muestran defectos en la poblacion dopaminérgica del bulbo. Los mutantes convencio-
nales (knock out) para PBX1 mueren alrededor del dia embrionario 15 por hipoplasia o
aplasia severa de multiples drganos, (Selleri et al.,2001), por tanto para poder estudiar la
funcion de PBX1 en la diferenciacion de las neuronas dopaminérgicas del bulbo olfatorio
se tuvieron que analizar mutantes condicionales, en los que en ambos alelos Pbx! el exén
3 se encuentra flanqueado por secuencias LoxP reconocidas por la CRE- recombinasa
(detallado en Material y Métodos).

Como primera opcion, se decidid usar ratones transgénicos que expresaban la CRE-re-
combinasa bajo el promotor de Nestina. La Nestina es un filamento intermedio del tipo
VI que se expresa en progenitores neurales del sistema nervioso central y periférico desde
estadios embrionarios tempranos (E7,75) (Dahlstrand et al., 1995). Decidimos llevar a
cabo esta estrategia ya que asi evitamos los efectos de la falta de PBX1 en otros 6rganos,
y pensabamos que serfamos capaces de analizar animales adultos.

Sin embargo, desafortunadamente, los ratones PbxI""; Nestin-CRE mostraron letalidad
en estadios perinatales. En nuestros analisis de expresion observamos que PBX1 se ex-
presa de forma muy generalizada en el sistema nervioso, incluyendo corteza cerebral,
hipotdlamo, mesencéfalo, rombencéfalo y médula espinal. Es posible que su papel sea
fundamental para la correcta especificacion de algunas de estas poblaciones (o del SN
periférico) lo que explicaria la letalidad perinatal. Por tanto, aunque esta estrategia no nos
permitié analizar animales adultos, se analizaron en el ultimo dia de gestacion (E17.5).

Para estudiar la funciéon de PBX2 se recurrié al KO convencional puesto que estos son
viables y alcanzan la vida adulta. Se ha descrito que en ocasiones los miembros de la
familia PBX pueden ser redundantes y so6lo el doble mutante muestra fenotipo (Selleri e?
al.,2004). Como las neuronas dopaminérgicas del BO expresan tanto PBX1 como PBX2
decidimos también analizar animales dobles mutantes.

Ademads, aunque no se han descrito fenotipos asociados a la mera presencia de los sitios
LoxP flanquando el exon 3 de PBX1, quisimos analizar si esto era asi en nuestro sistema
y también si los animales heterozigotos con un tnico alelo para Pbx/ presentaban fenoti-
po per se. Con este fin comparamos el nimero de TH+ en la PGL de cada genotipo. Tras
analizar el nimero de neuronas DA del BO en animales con los dos alelos del gen Pbx!
flanqueados por secuencias LoxP (Pbx1";Pbx2+*), con s6lo un alelo flanqueado (Pbx1 "*;
Pbx2**) y heterozigotos para PbxI (PbxI"; Pbx2**; Nestin-CRE) se observo que no
existian diferencias significativas entre ellos, por tanto cualquiera de estos genotipos fue-
ron considerados como animales control en los experimentos. (Figura R15 E) .
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2.1. Cuantificacion de células positivas para TH proteina del BO a E17,5 en mutan-
tes Pbx1"%; Pbx2"; Nestin-CRE

Para estudiar posibles defectos en la poblacion de neuronas DA del OB de animales mu-
tantes para PBX1 y PBX2 se llevo a cabo una cuantificacion del nimero de células TH
positivas de la PGL. Para ello, se realiz6 una inmunofluorescencia contra la enzima TH
en secciones coronales de OB de animales control, mutantes para PBX1, PBX?2 y dobles

mutantes de E17.5 dias de gestacion. (Figura R15).
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A Figura R15: Los mutantes condicionales para
PBX1 Nestin-CRE muestran una reduccion del
namero de neuronas DA del BO a E17,5. (A-D)
Imagen de microscopia confocal de la inmunofluo-
rescencia de TH (verde) de una seccion coronal de
la PGL del BO a E17.5 de animales control (A),
animales mutantes para PBX2 (B), mutantes para
PBX1 (C) y dobles mutantes (D). (E) Cuantifica-
cion del nimero promedio de células positivas para
TH (verde) del BO en animales PbxI"; Pbx2+*
(118,30 + 0,10; n=3 ), PbxI¥; Pbx2** (135,80 +
0,07; n=3) y PbxIV; Pbx2*"*; Nestin-CRE (166,60
+0,20; n=3). (F) Cuantificacién del nimero prome-
dio de células positivas para TH (verde) del BO en
animales control, mutantes para PBX2, mutantes
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para PBX1 y dobles mutanes. El nimero de células
obtenido en animales mutantes para PBX2 (146,20
+ 0,21; n=3) no presentaba diferencias significati-
vas respecto a los controles (134,40 + 0,06; n=15).
La cuantificacion de los mutantes para PBX1 (101,1
+ 0,10, n=7) muestra una reduccién en el numero
de neuronas DA de la PGL en comparacion a los
animales control. Ademas los dobles mutantes (85,5
+ 0,11; n=2) aunque no pueden analizarse estadisti-
camente, mantuvieron un numero similar al de los
mutantes simples para PBX1. Los datos representan
el promedio + sem del nimero de células TH po-
sitivas por mm2 de seccion analizada. Tukey’s test
de comparacién multiple: * p <0,05. La tincién nu-
clear DAPI se muestra en azul. Escala: 40um.
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Tras el analisis por microscopia confocal de las secciones se observé que no existian di-
ferencias significativas entre los animales control y los mutantes para PBX?2. Por el con-
trario, animales mutantes para PBX1 presentan una reduccion en el nimero de neuronas
TH positivas. Este defecto no parece incrementarse de forma significativa en los animales
dobles mutantes (aunque nuestra n en este caso se limita a dos animales con lo que no
podemos establecer si hay diferencias estadisticamente significativas o no) (Figura R15
F). Por tanto, PBX1 parece necesario para una correcta especificacion de neuronas DA del
BO mientras que PBX?2 parece prescindible.

2.2. Cuantificacion de células positivas para mRNA de 7h del BO a E17,5 en mutan-
tes Pbx1"%; Nestin-CRE

Tras observar que los mutantes para PBX2 no mostraban fenotipo y que los dobles mu-
tantes no incrementaban de forma destacada el fenotipo de PBX1, los estudios posteriores
se han centrado en el mutante simple PBX1.

Se ha descrito que, en el bulbo olfatorio, la expresion de la proteina TH no correlaciona
totalmente con el ARN mensajero de Th pudiéndose encontrar células Th positivas en la
capa granular externa, donde no se detectan células TH positivas (Baker et al., 1993).
Para caracterizar mejor este fendmeno, realizamos una doble tincién con inmunohistoqui-
mica para TH e hibridacion in sifu para mARN de Th.

Nuestros experimentos no solo reproducen los resultados ya publicados sino que, ademas,
observamos que también existen células 72 mARN positivas pero TH proteina negativas
en la capa periglomerular (Figura R16). Por tanto, nos intereso estudiar si PBX1 partici-
pa en la regulacion de la expresion del gen Th y/o en la traduccion del mensajero a TH

proteina.

Figura R16: El nimero de células positivas
para el mRNA de Th y TH proteina disminuye
en mutantes para Pbx1""; Nestin-CRE. (A, B)
Imagen panordmica de microscopia confocal de la
in situ para TH (rojo) y de la inmunohistoquimica
para TH (verde) de una seccién coronal del OB a
E17.5 de animales control (A) y animales mutantes
para PBX1 (Pbx1""; Pbx2**; Nestin-CRE) (B). (C)
Cuantificacién del nimero promedio de células po-
sitivas para mRNA de 7% (rojo) en controles (214,20
+0,23; n=3) en mutantes para PBX1 (156,50+ 0,08;
n=4), de células positivas para TH proteina en con-
troles (154,6 + 0,14; n=3) y mutantes PBX1 (116,50
+ 0,13; n=4) y de células positivas para mRNA y
negativas para proteina de TH en controles (82,20
+ 0,24; n=3) y mutantes para PBX1 (41,30 + 0,15;
n=4), de la PGL. (D) Cuantificacién del nimero
promedio de células positivas para mRNA de Th
(rojo) en controles (130,40 + 0,25; n=3) en mutantes
para PBX1 (68,60 + 0,07; n=4), de células positivas
para TH proteina en controles (33,80 = 0,08; n=3) y
mutantes PBX1 (9,60 + 0,03; n=4) y de células po-
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sitivas para mRNA y negativas para proteina de TH
en controles (97 + 0,26; n=3) y mutantes para PBX1
(59 £0,10; n=4) de la GCL. ). Los datos representan
el promedio + sem del ndimero de células mRNA Th
positivas, TH proteina positivas y mRNA+ protei-
na de TH negativas por mm?2 de seccion analizada.
(E) Cuantificacién del nimero promedio de células
positivas para mRNA de Th (rojo) en la PGL. (F)
Andlisis cuantitativo del porcentaje de células posi-
tivas para mRNA Th que expresan TH proteina en
el BO. El 54,36 % + 6,58 sem de las células mRNA
Th + en controles expresan TH proteina (n=3) y en
los mutantes para PBX1 el 56,73 % =+ 8,61 sem (n=4
T-Student de dos colas: * p < 0,05 en C. Tukey’s
test de comparacion mdltiple: * p <0,05en D y E.
El trazo discontinuo separa las diferentes capas en
las que se organiza el OB. GCL capa granular, PGL
capa periglomerular. Los tridngulos blancos indican
células positivas para el mRNA de Th. Los tridngu-
los negros indicas células positivas para el mRNA y
proteina de TH. La tincién nuclear DAPI se muestra
en azul. Escala: 12,5um. »
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Para ello se realiz6 la técnica de hibridacion in sifu seguida de una inmunohistoquimica
para TH en animales control y mutantes para PBX1. Dado que el mARN de 7% se detecta
en capas mds profundas a la PGL para este andlisis se analiz6 todo el BO (Figura R16).
Debido a que el BO a este estadio atn no ha adquirido su completa maduracion, las capas
no estan totalmente estructuradas y por ello, se decidi6 dividir el OB en dos tnicas capas:
la PGL y la GCL para su anélisis.
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Ademas, en los experimentos también se analizaron células TH positivas que a diferencia
de lo descrito en adultos, pueden detectarse en la PGL pero también en la region mas
superficial de la GCL de animales embrionarios a 17,5.

Las iméagenes de microscopia confocal revelaron que los mutantes para PBX1 exhibian
un nimero menor de células positivas para el mARN de 7/ en comparacion a los anima-
les control tanto en la PGL como en la GCL (Figura R16 C, D, E). Los resultados también
mostraron una disminucion en el nimero de células doble positivas para mARN y pro-
teina de TH en la PGL en animales mutantes para PBX1 pero debido al reducido niimero
de la muestra y la variabilidad entre animales las diferencias no fueron significativas (no
mostrado). Sin embargo, tal y como se observa en la Figura R15, del experimento ante-
rior, al incrementar el nimero de la muestra las diferencias en el nimero de células TH
positivas entre controles y mutantes fueron significativas.

Finalmente, la cuantificacion del nimero de células positivas para el mARN y negativas
para la proteina de TH revel6 una disminucion en animales mutantes tanto en la capa PGL
como en la GCL (Figura R16 C, D). Por el contrario, no se observaron diferencias signifi-
cativas en el porcentaje de células TH positivas respecto del total de células mRNA 7# del
BO indicando que la proporcion de mRNA 7h que se traduce a TH proteina se mantiene
entre animales control y mutantes lo que sugiere que PBX1 no participaria en el bloqueo
de la traduccion del mensajero a TH proteina sino en la transcripcion del gen.

En conjunto, estos resultados sugieren que PBX1 es necesario para una correcta trans-
cripcion del gen Th pero no para su traduccion, sin embargo, como PBX1 se expresa en
progenitores y en nuestro modelo animal delecionamos Pbx/ de forma temprana también
en progenitores, una explicacion alternativa e igualmente posible es que PBX1 es necesa-
rio para la proliferacion de los progenitores que dan lugar a las células DA.
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3 ESTUDIO DE LA POBLACION DA DEL BO EN MUTANTES
Pbx1"%: Pbx2'; TH-ires-CRE

Los resultados obtenidos con la cepa Nestin-CRE sugerian que PBX1 era importante
para la generacion y/o diferenciacion de las neuronas DA embrionarias del OB, sin em-
bargo, por una parte la letalidad temprana nos impedia estudiar el papel de PBX1 en
diferenciacion DA en adultos, y por otra, la delecion de Pbx1 desde estadios tempranos
en progenitores nos impedia diferenciar entre el papel de PBX1 en proliferacion versus
diferenciacion. Por tanto se planteé una segunda estrategia y se utilizé una nueva linea
de ratones que expresaban la CRE recombinasa en el locus endégeno de Tirosina hi-
droxilasa. A diferencia de la linea Nestin-CRE la linea TH-ires-CRE (TH-CRE) tiene una
expresion mucho mads restringida en el espacio y en el tiempo. Por una parte su expresion
queda limitada a células catecolaminérgicas (que expresan TH), por otra, al ser un mar-
cador terminal, esta nueva estrategia mantiene intacta la expresion de PBX1 en progeni-
tores y neuroblastos en migracion. Al usar el locus de un marcador terminal, lo esperado
seria que PbxI se deplecionara tras la diferenciacion DA, y por tanto, mds que analizar
un papel de PBX1 en establecimiento del fenotipo DA estariamos estudiando su papel en
mantenimiento del destino celular correcto. Sin embargo, existen algunas evidencias de
que el gen de la Th podria expresarse en las neuronas del linaje DA en estadios muy tem-
pranos de su diferenciacion: por una parte, experimentos de hibridacién in situ para Th en
el laboratorio han demostrado que en la region mas superficial de la capa granular existen
células que expresan el mARN de Th y por otra parte en animales transgénicos TH-GFP
se detecta GFP en capas mas profundas a la PGL y en otras poblaciones del bulbo. Por
tanto, lo primero fue caracterizar la expresion de la TH-CRE en el bulbo y que linajes
celulares se ven afectados.

3.1. Analisis de la expresion de la CRE recombinasa en la linea knock in TH-ires-
CRE en el BO de animales adultos

Con el objetivo de caracterizar la expresion de la CRE recombinasa se gener6 una nueva
cepa de animales mediante el cruce de los animales de la cepa TH-ires-CRE con la linea
reportera RCE. Estos ratones tienen insertada la proteina verde de fluorescencia aumenta-
da (eGFP del inglés enhancedGFP) en el locus del gen Rosa26 precedida por una secuen-
cia STOP flanqueada por sitios LoxP. Por tanto, en presencia de la CRE recombinasa, la
secuencia STOP es escindida y la eGFP puede expresarse. De modo que las células que
en algin momento han expresado el gen 7h quedan permanentemente marcadas con la
proteina verde fluorescente (Figura R17 A).

En primer lugar, tal y como se esperaba, se detectaron células GFP+ en la PGL y que
todas las células TH son GFP. Sin embargo, el nimero de células positivas para GFP era
visiblemente superior al numero de células TH positivas lo que sugeria que otros tipos
celulares ademas de las DA expresaban o habian expresado la CRE recombinasa. Por ello,
se realizaron dobles inmunohistoquimicas para GFP'y los otros dos tipos de interneuronas
de la PGL: calretinina y calbindina pero el analisis no mostré co-localizacion del GFP en
ninguna de las dos poblaciones. También se observaron células GFP+ TH proteina nega-
tivas en la zona mds superficial de la granular, curiosamente, un porcentaje importante de
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las células GFP de esta capa co-localizan con una la proteina calretinina. Estos resultados
coinciden en parte con la caracterizacion de la expresion de mARN de 7/ en comparacion
con TH proteina, donde encontramos que hay células que expresan el mensajero pero no
la proteina tanto en la capa externa granular como la periglomerular. Por tanto parecen
haber varias poblaciones de células del linaje Th: células dopaminérgicas maduras (TH
positivas), células que expresan el mRNA de Th pero no TH proteina que podrian ser
DA inmaduras o una poblacion alternativa y células que expresan o han expresado 7h en
algin momento y que son positivas para CR.

Finalmente, se analiz6 el patron de expresion de los miembros de la familia PBX en la
poblacion de células GFP+ de la PGL. Tal y como se representa en el esquema de la Fi-
gura R17 B el perfil de expresion, fue muy similar al obtenido en el anélisis de las DA
del BO: un 72% de las GFP expresaban PBX1a, un 8% expresaban PBX1b y un 71% ex-
presaban PBX?2. Estos resultados indican que a pesar de que no todas las células GFP son
TH positivas, las células del linaje dopaminérgico que se encuentran en la PGL presentan
un patron de expresion de factores PBX similar al de las neuronas DA maduras del BO.

Es importante mencionar que esta expresion de CRE en células no TH positivas es espe-
cifica del gen Th, ya que la misma estrategia pero utilizando la CRE recombinasa en el
locus del transportador de dopamina (DAT), que marca células DA maduras, produce una
colocalizacion del 100% entre la proteina TH y GFP (datos de nuestro laboratorio no pu-
blicados). Por tanto, en su conjunto, estos resultados sugieren, que la cepa TH-ires-CRE
podria expresarse de forma temprana en neuronas DA inmaduras.

3.2. Analisis de la expresion de la Tirosina Hidroxilasa del BO adulto en mutantes
Pbx1"%; Pbx2"-; TH-ires-CRE

Con el propdsito de analizar la funciéon de PBX1 y PBX2 en la diferenciacion y/o man-
tenimiento de las neuronas DA del BO, se realiz6 una inmunohistoquimca frente TH en
secciones coronales de BO de animales control (Pbx1"*; Pbx2**), mutantes para PBX1
(Pbx1"%; Pbx2**; TH-CRE), mutantes para PBX2 (PbxI*"*; Pbx2"; TH-CRE) y dobles
mutantes de 2 meses de edad (Figura R17 C-F).

Después de analizar las imagenes de microscopia confocal se observé que los mutantes
para PBX?2 no presentaban diferencias significativas en comparacion a los animales con-
trol tal y como sucedia con los mutantes condicionales Nestin-CRE . Por tanto, una vez
mas PBX?2 parece no tener un papel importante en la diferenciacion terminal a neurona
DA del BO. Por el contrario, los mutantes para PBX1 exhibian una dramatica disminu-
cion, en el numero de neuronas DA del BO que no se ve exacerbada en los dobles mutan-
tes (Figura R17 G).

En conclusion, estos resultados demostraron que PBX1, pero no PBX2, tiene un papel
fundamental para la correcta diferenciacion y/o mantenimiento de las neuronas DA del
OB adulto. En consecuencia, el resto de los experimentos de esta tesis se centraron en el
estudio de los mutantes para PBX1 .
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dobles mutantes a pesar de no incrementar el fenoti-
po de los mutantes para PBX1, (30,63 + 0,63; n=3)
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test de comparacion mdltiple: *** p < 0,001. Esca-
la: 20um .

107



Resultados

3.3. Anadlisis de la expresion de la Tirosina Hidroxilasa en el BO de mutantes PbxI"1;
TH-ires-CRE neonatos

Como se ha explicado, en el BO adulto existen dos poblaciones de neuronas DA, las de
origen post-natal y las embrionarias (Hinds JW, 1968), y nuestros resultados muestran
que ambas expresan PBX1. Por tanto, una vez detectado un fenotipo de pérdida de expre-
sion de TH en el BO de ratones adultos mutantes para PBX1 quisimos ver si ese fenotipo
estaba ya presente en estadios postnatales tempranos. Para ello, se realiz6 una inmuno-
histoquimica frente TH en secciones coronales de BO de animales control y de mutantes
para PBX1 (Figura R18).

En primer lugar, el analisis mostré que no existian diferencias significativas en el nimero
de células TH positivas entre los genotipos Pbx1""y Pbx1"* tal y como muestra la Figura
R18 C y que por tanto, ambos genotipos podian considerarse control. En segundo lugar,
las imédgenes de microscopia confocal revelaron que los mutantes para PBX1 exhibian
una reduccion en el nimero de neuronas DA del BO confirmando asi que la diferencia-
cion terminal a neurona DA embrionaria también requiere de la expresion de PBX1.
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A Figura R18: Los mutantes para PBX1 exhiben
una reduccion en el niimero de células TH+ en el
BO a P0. (A, B) Imagen de microscopia confocal de
la inmunofluorescencia de TH (verde) de una sec-
cion coronal de la PGL del BO de animales control
(A) y mutantes para PBX1 (Pbx1""; TH-CRE) (B) a
PO. (C) Cuantificacién del nimero promedio de cé-
lulas positivas para TH (verde) en animales control
con genotipo Pbx1"" (280,65 +0,11; n=2) y PbxI"*
(340,83; n=1) en la PGL. (D) Cuantificacion del nd-
mero promedio de células positivas para TH (verde)
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de la PGL. Tras la cuantificacion se observo una
reduccion significativa en el nimero de neuronas
DA en los animales mutantes para PBX1 (1200,69
+ 016; n=3) en comparacién a los animales control
(3000,71 +0,22; n=3). Los datos representan el pro-
medio + sem del nimero de células TH positivas
por mm?2 de seccién analizada. T-Student de dos
colas: ** p < 0,01. Los tridngulos indican células
TH+. La tincion nuclear DAPI se muestra en azul.
Escala: 12,5um .
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CARACTERIZACION DE LOS MUTANTES Pbx1"f; TH-ires-
CRE EN ESTADIO ADULTO

4.1. Analisis de la supervivencia de las células mutantes para
PBX1

Dado que los resultados anteriores muestran una reduccién en el nimero de células TH
positivas en el BO de mutantes para PBX1 tanto en animales adultos como a PO, nuestro
siguiente objetivo fue determinar qué ocurria con las células del linaje DA que carecian
de expresion de PBX1, y quisimos establecer si morian o si las células permanecian en la
PGL parcialmente diferenciadas a DA pero sin expresar TH o si tal vez si se diferenciaban
a otro tipo celular.

Para ello, se realizé un ensayo basado en la utilizacién del marcador de proliferacion
celular BrdU. Dicho ensayo, consistié en la administraciéon de 7 inyecciones de BrdU
a intervalos de dos horas, tanto a los animales control como a los mutantes para PBX1
de 2 meses de edad y, pasados 44 dias de la dltima inyeccidn, se procedio al sacrificio y

procesamiento de los animales (Figura R19 A).
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A Figura R19: Los mutantes para PBX1 dismi-
nuyen el nimero de células TH pero no el total
de células BrdU+ de la PGL . (A) Diagrama del
disefio del experimento realizado para estudiar si
las células mutantes para PBX1 permanecen en la
PGL. El estudio se efectué con animales control
(Pbx1") y mutantes (Pbx ", TH-CRE) a los que
se les administré6 BrdU a los dos meses de edad
(7 pinchazos cada 2 horas) y transcurridos 44 dias
después del tltimo pinchazo se sacrificaron los ani-
males. (B) Cuantificacién del numero promedio de
células positivas para BrdU de la PGL por seccién
analizada. Tras la cuantificacién no se observaron
diferencias significativas en el nimero de células
BrdU+ por seccién analizada entre animales con-
trol (3.84 £ 0.62; n=4) y mutantes para PBX1 (3.86
+ 0.98; n=3). Los datos representan el promedio +
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sem del nimero de células BrdU positivas obtenido
por seccion analizada. T-Student de dos colas. (C)
Andlisis cuantitativo del porcentaje de células po-
sitivas para BrdU que expresan TH en la PGL. El
20,11 % + 1.54 sem de las células BrdU+ en contro-
les expresan TH (n=6) mientras que en los mutantes
para PBX1 el nimero se reduce significativamente
al 4,35% + 1,33 sem (n=3). (D) Analisis cuantitativo
del porcentaje de células positivas para BrdU que
expresan CR en la PGL. El 28,78% + 3,32 sem de
las células BrdU+ expresan CR (n=4) en controles y
un 22,78% = 5,14 sem (n=3) en mutantes. (E) Ana-
lisis cuantitativo del porcentaje de células positivas
para BrdU que expresan CB en la PGL. El 6,85% +
2,84 sem de las células BrdU+ expresan CB (n=3)
en controles y el 4,97% + 1,36 sem (n=3) en
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Se esperaron 44 dias para permitir que las células de la SVZ que habian incorporado
BrdU y que, por tanto, estaban en proceso de proliferacion el dia que se administraron los
pinchazos tuvieran tiempo suficiente para llegar al BO y diferenciarse. A continuacion,
se realizd una inmunohistoquimica en secciones coronales del BO de animales control y
mutantes para marcar las células BrdU+.

Una vez realizados los recuentos de la PGL, se observd que no existian diferencias sig-
nificativas entre el numero de células BrdU positivas por seccion analizada de animales
control y mutantes para PBX1 (Figura R19 B). Por tanto, la disminuciéon de neuronas
TH positivas del BO en los mutantes para PBX1 no parece deberse a una muerte de esta
poblacion, o a defectos de migracion o defectos de proliferacion de SVZ (que son poco
probables ya que la delecion de Pbx! ocurre a estadios tardios).

Como era de esperar, la proporcion de células BrdU+/TH+ del total de células BrdU es
mayor en controles que en mutantes para PBX1 (Figura R19 C). Como ya hemos descri-
to, ademads de las neuronas DA (que son también GABAergicas), en la PGL encontramos
otras dos poblaciones de interneuronas (IN) GABA, las IN CR y las CB. Estas 3 pobla-
ciones son excluyentes y viajan juntas a través del RMS desde SVZ hasta el BO (Kosaka
et al., 1998; Doetsch et al., 1996). Por ello, quisimos analizar las otras poblaciones de
interneuronas de la PGL cuyo linaje no se ve afectado por la expresion de la CRE (neuro-
nas CR y CB) para ver si la pérdida de PBX1 en el linaje DA producia algun defecto no
auténomo celular. Tras los analisis se observd que no existian diferencias significativas
en la proporcion de células BrdU+/CR+ y BrdU+/CB+ del total de células BrdU entre
animales control y mutantes (Figura R19 D.E).

En conjunto, los resultados obtenidos demostraron la importancia de PBX1 en la dife-
renciacion a neurona DA, post-natal y embrionaria, del OB. Ademés, la falta de funcién
de PBXI en el linaje dopaminérgico produce una disminucion en la expresion de TH sin
embargo estas células parece que permanecen en el BO y no mueren.

4.2. Analisis de linaje dopaminérgico en el BO adulto de mutantes para Pbx1%%; TH-
ires-CRE

Nuestros resultados sugieren que las céulas del linaje DA que carecen de PBX1 fallan en
la diferenciacion DA pero se mantienen en el BO. Con el proposito de caracterizar mejor
el fenotipo de estas células generamos una nueva cepa de animales mediante el cruce
de los animales de la cepa PbxI; TH-ires-CRE con linea reportera RCE. De modo que
tal y como se ha descrito en apartados anteriores, las neuronas del linaje dopaminérgico
quedaron permanentemente marcadas con la proteina verde fluorescente. En los anima-
les mutantes, las neuronas del linaje dopaminérgico ademds de ser GFP+ también son
deficientes para PBX1, mientras que en los animales control, las células GFP+ siguen
expresando PBX1 (Figura R20).

Se realiz6 una doble inmunohistoquimica para GFP y TH en secciones coronales del BO

de animales control y mutantes para PBX1 de 2 meses de edad. (Figura R21). Nuestros
andlisis mostraron que no existen diferencias significativas entre el nimero de células
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A Figura R20: Esquema del funcionamiento
de la linea reportera RCE; TH-ires-CRE. (A)
Esquema del cruce entre ratones que expresan la
CRE-recombinasa en el locus endégeno de Tirosi-
na hidroxilasa y animales con ambos alelos Pbx/
flanqueados por secuencias LoxP en el ex6n 3 y con
el inserto para la eGFP en el locus del gen Rosa26
precedido por una secuencia STOP flanqueada por
sitios LoxP, reconocidas por la CRE-recombinasa.
(B) Esquema de células pertenecientes al linaje do-
paminérgico (verdes) en animales control y mutan-
tes y de células no pertenecientes al linaje dopami-
nérgico (blancas) en animales control y mutantes.

GFP+ de la PGL de animales control y mutantes (Figura R21 C). Estos resultados coinci-
den con nuestros datos previos en los que se observo que el nimero total de células BrdU
tampoco variaba significativamente entre controles y mutantes para PBX1.

Por otra parte, como era de esperar, se observé una reduccion en el porcentaje de células
TH+/GFP+ respecto al total de células GFP en los animales mutantes para PBX1. Por
tanto, estos resultados demuestran de forma directa que las células mutantes para PBX1
permanecen en la PGL pero no son capaces de diferenciarse a neurona DA (o alternativa-
mente no son capaces de mantener su fenotipo DA).
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A Figura R21: Las células mutantes para PBX1
permanecen en la PGL pero no se diferencian a
neurona DA. (A, B) Imagen de microscopia con-
focal de la doble inmunoflorescencia para GFP
(verde) y TH (rojo) de una seccién coronal del OB
de animales control (PbxI**; RCE; TH-CRE) (A)
y animales mutantes para PBX1 (PbxI""; RCE;
TH-CRE) (B) de 2 meses de edad. (A”),(A”), (A””)
ampliacién donde se muestran células GFP+(ver-
de) positivas para TH (rojo). (B”),(B),(B’”) am-
pliacién donde se muestran la reduccion de células
GFP+ (verde) positivas para TH (rojo). (C) Cuanti-
ficacién del numero promedio de células positivas
para GFP de la PGL. Tras la cuantificacién no se
observaron diferencias significativas en el nimero
de células GFP+ entre animales control (890,50 +

0,19; n=3) y mutantes para PBX1 (930,53 + 1,02;
n=3). Los datos representan el promedio + sem del
ntimero de células GFP positivas por mm?2 de sec-
cién analizada. T-Student de dos colas. (D) Cuan-
tificacién del porcentaje de células positivas para
GFP que expresan TH. El 45.34% + 1.88 sem de las
células GFP+ expresan TH (n=3) mientras que en
los mutantes para PBX1 el nimero se reduce sig-
nificativamente al 19,15% =+ 0,33 sem (n=3). Los
valores representan el promedio + del error estdndar
de la media (s.e.m) del porcentaje de células doble
positivas. T-Student de dos colas: *** p < 0,001.
Los tridngulos blancos de las figuras sefialan células
GFP+/TH-. Los tridngulos negros de las figuras se-
nalan células GFP+/TH+. La tincién nuclear DAPI
se muestra en azul. Escala: 12,5umen A, B 'y Spum
enA’,A”,A”’,B’,B”,B"”.

4.3. Analisis de las poblaciones calretinina y calbindina en el BO adulto en mutantes

para PBX1

Nuestro siguente objetivo fue caracterizar mejor la poblacion del linaje DA que en los

mutantes para PBX1 carece de expresion del
Pbx1""; RCE; TH-ires-CRE los otros dos tip
animales salvajes, como ya se ha explicado
poco con células del linaje DA de la PGL.
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gen Th. Para ello, se analizaron en mutantes
os de interneuronas de la PGL, CR y CB. En
CR y CB no se co-expresan con TH ni tam-
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<« Figura R22: Un pequeiio porcentaje de
células GFP+ expresan ectopicamente CR
en mutantes para PBX1. (A, B) Imagen de
microscopia confocal de la doble inmunoflo-
rescencia para GFP (verde) y CR (rojo) de
una seccién coronal de la PGL del OB de ani-
males control (PbxI*+; RCE; TH-CRE) (A) y
animales mutantes para PBX1 (Pbx1""; RCE;
TH-CRE) (B) de 2 meses de edad. (A”),(A”),
(A’”) ampliacién donde se muestra que la
gran mayoria de células GFP+(verde) son ne-
gativas para CR (rojo). (B’),(B”), (B’”) am-
pliacién donde se muestra el incremento de
células GFP+(verde) positivas para CR (rojo
(C) Cuantificacién del numero promedio de
células positivas para CR de la PGL. Tras la
cuantificacién no se observaron diferencias
significativas en el nimero de células CR+
entre animales control (1410,70+ 0,64; n=3)
y mutantes para PBX1 (1500+ 0,31; n=3).
Los datos representan el promedio + sem del
nimero de células CR positivas por mm2 de
seccién analizada. T-Student de dos colas.
(D) Cuantificaciéon del porcentaje de célu-
las positivas para GFP que expresan CR. El
2,58% + 0,49 sem de las células GFP+ expre-
san CR (n=3) mientras que en los mutantes
para PBX1 el niimero incrementa significa-
tivamente al 14,16% + 1,57 sem (n=3). (E)
Cuantificacién del porcentaje de células po-
sitivas para CR que expresan GFP. El 1,53%
+ 0,28 sem de las células CR+ expresan GFP
(n=3) en animales control mientras que en los
mutantes para PBX1 el nimero incremen-
ta significativamente al 9,20% + 1,27 sem
(n=3). Los valores representan el promedio +
del error estandar de la media (s.e.m) del por-
centaje de células doble positivas. T- Student
de dos colas. (F) Cuantificacion del numero
promedio de células negativas para GFP que
expresan CR de la PGL. Tras la cuantificacién
no se observaron diferencias significativas
entre animales control (1300,96 = 0,60; n=3)
y mutantes para PBX1 (1300,61 +0,19; n=3).
Los datos representan el promedio + sem del
nimero de células GFP negativas que expre-
san CR por mm?2 de seccién analizada. T-Stu-
dent de dos colas: ** p < 0,01. Los tridngulos
blancos de las figuras sefalan células GFP+/
CR-. Los tridngulos negros de las figuras se-
falan células GFP+/CR+. La tincién nuclear
DAPI se muestra en azul. Escala: 12,5um en
A,BySumenA’,A”,A”’,B’,B”,B"”.
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Sin embargo, las imagenes de microscopia confocal de la doble inmunohistoquimica para
GFP y CR de las secciones del BO mostraron que un pequefio porcentaje de neuronas
GFP+ expresaban de forma anomala CR en los mutantes para PBX1. El incremento de
células CR/GFP en realidad, es una minima parte del total de células CR (9%) y por eso
no se aprecian diferencias en el total de células CR entre controles y mutantes (Figura
R22).

A continuacion, se realizé una doble inmunohistoquimica para GFP y CB en secciones
coronales del BO de animales control y mutantes para PBX1 (Figura R23) de 2 meses de
edad. Las imdgenes de microscopia confocal revelaron que el porcentaje de células GFP+
que expresaban CB era menor en comparacion a las que expresaban CR en los mutantes
para PBX1 pero significativamente superior al porcentaje expresado en los animales con-
trol (Figura R23 D).

Al igual que en el caso de las neuronas CR, las CB/GFP son una minima parte del total de
CB (16%), por tanto al calcular el total de células CB no existian diferencias significativas
en entre animales control y mutantes (Figura R23 C). Finalmente, tal y como sucedia con
la poblacion de CR+, tampoco existen diferencias significativas en entre el nimero de
células GFP- que expresan CR entre controles y mmutantes (Figura R23 F).

En conjunto, estos analisis mostraron que un pequefio porcentaje de las neuronas del lina-
je DA en mutantes PBX1, no s6lo no eran capaces de activar la expresion del gen dopami-
nérgico TH, sino que expresaban de forma andmala CR y CB. El numero de células con
expresion ectopica de CR y CB es inferior al numero de células que dejan de expresar TH.
Por tanto, aunque estos resultados sugerian un cambio de destino celular de las células
mutantes para el factor PBX1 de DA a CR y CB este cambio no se da en toda la poblacion
lo que sugiere que una parte de las neuronas mutantes para PBX1 permanecen en un esta-
do indiferenciado o alternativamente podrian cambiar a otro fenotipo distinto a CR o CB.

4.4. Analisis de la poblacion de células GAD67 positivas en mutantes PBX1

Varias publicaciones han demostrado que las neuronas DA también son GABAérgicas
(Gall et al., 1987) (Baker et al., 1988) y que la mayoria (97%) expresan la enzima gluta-
mato decarboxilasa Gadl (también conocida como Gad67) (Kiyokage et al., 2010). Por
tanto quisimos estudiar si PBX1 no sélo era necesario para la inducciéon y/o mantenimien-
to de la expresion de TH sino también para el fenotipo GABAérgico.

Para ello, se realizé una doble inmunohistoquimica en animales control (PbxI**; RCE;
TH-CRE) y mutantes para PBX1 (PbxI""; RCE; TH-CRE) en secciones del BO de ani-
males de 2 meses de edad contra GFP y GAD67 (Figura R24 A, B). En animales control,
el 70% de las células GFP son GADG67 positivas (entre este 70% se encuentran todas las
células TH positivas que suponen alrededor de un 45% del total de GFP).Sorprendente-
mente, en ratones PBX1 mutantes se observé un incremento en el porcentaje de células
del linaje dopaminérgico positivas para GAD67 (Figura R24 C). Estos resultados sugie-
ren que PBX1 podria actuar directa o indirectamente reprimiendo GAD67 en algunos
contextos celulares pero no en otros.
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<« Figura R23: Una reducida poblacion de
células GFP+ expresa ectopicamente CB
en mutantes para PBX1. (A, B) Imagen de
microscopia confocal de la doble inmunoflo-
rescencia para GFP (verde) y CB (rojo) de una
seccion coronal del OB de animales control
(PbxI**; RCE; TH-CRE) (A) y animales mu-
tantes para PBX1 (PbxI""; RCE; TH-CRE)
(B) de 2 meses de edad. (A”),(A”), (A*”) am-
pliacion donde se muestran células GFP+(-
verde) negativas para CB (rojo). (B”),(B”),
(B’”’) ampliacién donde se muestran células
GFP+(verde) negativas para CB (rojo) y la
expresion ectopica de una célula GFP+/CB+.
(C) Cuantificacion del numero promedio de
células positivas para CB de la PGL. Tras la
cuantificacion no se observaron diferencias
significativas en el nimero de células CB+
entre animales control (300,64 + 0,08; n=3)
y mutantes para PBX1 (320,99 + 0,17 n=3).
Los datos representan el promedio + sem del
nimero de células CB positivas por mm?2 de
seccion analizada. T-Student de dos colas. (D)
Cuantificacién del porcentaje de células po-
sitivas para GFP que expresan CB. El 0,64%
+ 0,21 sem de las células GFP+ expresan CB
(n=3) mientras que en los mutantes para PBX1
el ndmero incrementa al 521% =+ 0,25 sem
(n=3), cinco veces superior que el obtenido
en controles. Los valores representan el pro-
medio * del error estandar de la media (s.e.m)
del porcentaje de células doble positivas. (E)
Cuantificacién del porcentaje de células po-
sitivas para CB que expresan GFP. El 1,56%
+ 0,35 sem de las células CB+ expresan GFP
(n=3) en animales control mientras que en los
mutantes para PBX1 el nimero incremen-
ta significativamente al 521% + 0,25 sem
(n=3). Los valores representan el promedio +
del error estandar de la media (s.e.m) del por-
centaje de células doble positivas. T-Student
de dos colas. (F) Cuantificacion del numero
promedio de células negativas para GFP que
expresan CB de la PGL. Tras la cuantificacion
no se observaron diferencias significativas
entre animales control (301,5 + 0,08; n=3) y
mutantes para PBX1 (312,8 +0,17; n=3). Los
datos representan el promedio + sem del nu-
mero de células GFP negativas que expresan
CR por mm?2 de seccion analizada. T-Student
de dos colas: ** p < 0,01. T- Student de dos
colas: *** p < 0,001. Los tridngulos blancos
de las figuras sefnalan células GFP+/CR-. Los
tridngulos negros de las figuras sefalan célu-
las GFP+/CR+. La tincion nuclear DAPI se
muestra en azul. Escala: 12,5um en A, B y
SumenA’,A”,A”’,B’,B”,B"”.
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Dado que aproximadamente un 10% de las células GFP positivas son PBX1b positivas,
y que esta subpoblacion corresponde a células TH negativas, es tentador especular si la
isoforma PBX1b podria estar inhibiendo la expresion de GADG67. Seria interesante deter-
minar si en controles, la poblacion GFP+/PBX1b+ corresponde a la poblacion GAD67-.
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<« Figura R24: Los mutantes para PBX1 incre-
mentan la expresion de GADG67 en el linaje do-
paminérgico del BO. (A, B) Imagen de micros-
copia confocal de la doble inmunofloresecencia de
GADG67 (rojo) y GFP (verde) de una seccién coro-
nal del BO de animales control (PbxI1**; RCE; TH-
CRE) (A), y mutantes (Pbx1""; RCE; TH-CRE) (B)
de 2 meses de edad. (A”),(A””) ampliacién donde se
muestran células GFP+(verde) negativas y positivas
para GAD67 (rojo). (B’),(B””) ampliaciéon donde
se muestra el incremento de células GFP+(verde)/
GADG67+ (rojo). (C) Andlisis cuantitativo de la PGL
del OB del porcentaje de células positivas para GFP
que co-localizan con GADG67. El 7429% + 327
sem de las células GFP+ (n=3) expresan GAD67
en animales control mientras que los animales mu-
tantes incrementa al 86,59% = 1,79 sem (n=3). Los
valores representan el promedio + del error estdndar
de la media (s.e.m) del porcentaje de células doble
positivas. T-Student de dos colas: * p < 0,05. Los
tridngulos blancos de las figuras sefialan células
GFP+ que no co-localizan con GADG67. Los tridngu-
los negros de las figuras sefalan células GFP+ que
co-localizan con GADG67. La tincién nuclear DAPI
se muestra en azul. Escala: 12,5um en A, B 'y Spum
enA’,A”,B’,B”.
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4.5. Analisis de la expresion de otros factores de transcripcion implicados en la diferenciacion a neu-
rona DA del BO en mutantes PBX1

El marcaje con GFP del linage dopaminérgico nos permite estudiar no solo si los genes
efectores estdn afectados por la pérdida de PBX1 sino también si PBX1 regula la expre-
sion de otros FT necesarios en diferenciacion DA. Mutantes para PAX6, COUP-TF1,
MEIS2,ER81 y DLX2 también muestran defectos en las poblaciones DA del BO (Kohwi,
2005; Hack et al., 2005; Agoston et al., 2014; Bovetti et al., 2013; Flames et al., 2009;
Brill et al., 2008). Por ello, nuestro siguiente objetivo fue analizar si los mutantes para
PBXI tienen afectada su expresion.

En primer lugar, antes de analizar la expresion de los FT quisimos estudiar mediante
el contaje de dapis si la densidad de células entre controles y mutantes era equivalente.
Como muestra la Figura R25 B, el nimero de dapis totales entre controles y mutantes no
presentaba diferencias significativas es decir, el nimero de células de la PGL era el mis-
mo en animales control que en mutantes.

Resultados anteriores habian revelado que el nimero de células GFP+ entre controles y
mutantes tampoco mostraba diferencias (Figura R25 A). Por tanto, las células mutantes
para PBX1 permanecian en la PGL sin expresar TH y al mismo tiempo estos defectos de
expresion no parecen generar cambios no auténomos celulares en el nimero de células de
otras poblaciones de la PGL.
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A Figura R25: Los mutantes para PBX1 man-
tienen el mismo nimero de dapis y células GFP+
que los animales control. (A) Cuantificacién del
numero promedio de células positivas para GFP
de la PGL. Tras la cuantificacién no se observaron
diferencias significativas en el ndimero de células
GFP+ entre animales control (8950 + 0,19; n=3) y
mutantes para PBX1 (935,3 + 1,02; n=3). Los datos
representan el promedio + sem del nimero de cé-

lulas GFP positivas por mm2 de seccién analizada.
T-Student de dos colas. (B) Cuantificacion del nu-
mero promedio de dapis de la PGL. Tras la cuanti-
ficacién no se observaron diferencias significativas
en el nimero de dapis entre animales control (1,03
x106 + 2,35; n=3) y mutantes para PBX1 (1,03x106
+ 3,27 n=3). Los datos representan el promedio +
sem del nimero de dapis por mm2 de seccién anali-
zada. T-Student de dos colas.

117



Resultados

A continuacion, se realizaron triples inmunohistoquimicas para GFP, TH y los factores de
transcripcion: PAX6 (Figura R26), MEIS2 (Figura R27) COUP-TF1 (Figura R28), ER81
(Figura R29) y PBX2 (Figura R30) en secciones del BO de animales de 2 meses de edad
control (PbxI**; RCE; TH-CRE) y mutantes para PBX1 (PbxI""; RCE; TH-CRE) y los
resultados obtenidos para cada FT se detallan a continuacion:

PAX6 se expresa en las capas granular y periglomerular del BO (Stoykova et al., 1994;
Dellovade et al., 1998), en la mayoria de progenitores de la SVZ y tinicamente en una
subpoblacion de neuroblastos migradores en cerebro adulto. (Kohwi, 2005). Estudios
previos en animales heterozigotos para Pax6 ( Pax6 Sey/+) mostraron una reduccion sig-
nificativa en el nimero de células DA en la PGL (Dellovade et al., 1998). Publicacio-
nes posteriores (Kohwi, 2005) demostraron que PAX6 es esencial para la generacion asi
como para la supervivencia de las células DA en el BO (Ninkovic et al., 2010).

Nuestros experimentos mostraron que en controles un 96% de las DA expresan PAX6 (Figu-
ra R26 C). Por otra parte, los analisis revelaron que el 80% de las c€lulas del linaje dopami-
nérgico (GFP) co-localizaban con el FT y este porcentaje no cambia significativamente entre
controles y mutantes (Figura R26 D). Como era de esperar, los mutantes para PBX1 exhibie-
ron una reduccion en el numero de células GFP+/TH+/PAX6+ debido a la disminucion en
el numero de células TH+. Esto va acompafiado de un mayor niumero de células GFP+/TH-/
PAX6+. Por tanto, en mutantes para PBX1, las células GFP+ pierden la expresion de TH
pero mantienen la expresion de PAX6, lo que sugiere que en el linaje DA PBX1 no regula la

expresion de PAX6 y lo que podria en parte explicar porqué estas células no mueren.

Figura R26: La expresion de PAX6 es independien-
te de PBX1. (A, B) Imagen de microscopia confocal
de la triple inmunofloresecencia de GFP (verde), TH
(azul) con PAX6 (rojo) de una seccién coronal del
BO de animales control (PbxI**+; RCE; TH-CRE) (A)
y mutantes (Pbx/""; RCE; TH-CRE) (B) de dos me-
ses de edad. (A’), (A”), (A’”) ampliacién de células
GFP+(verde)/TH+(azul)/ PAX6+( rojo) y una célula
GFP+(verde)/TH-/ PAX6+(rojo) en animales con-
trol. (B”),(B”), (B*”) ampliacién de una célula GFP+
(verde)/TH+(azul)/ PAX6+(rojo) y un par de células
GFP+(verde)/TH-/ PAX6+(rojo) en mutantes para
PBX1. (C) Analisis cuantitativo de la PGL del BO
del porcentaje de células positivas para TH que co-lo-
calizan con PAX6. Los resultados mostraron que un
96 4% + 0,94 sem de las células TH+ (n=3) expresaban
PAX6 en animales control. (D) Andlisis cuantitativo de
la PGL del BO del porcenjate de células positivas para
GFP que co-localizan con PAX6. Los resultados mos-
traron que un 78,06% =+ 3,15 sem de las células GFP+
(n=3) expresaban PAX6 en animales control y un
85,81% + 4,33 sem de las células GFP+ (n=3) expresa-
ban PAX6 en animales mutantes. Los valores represen-
tan el promedio + del error estdndar de la media (s.e.m)
del porcentaje de células doble positivas. T-Student de
dos colas. (E) Cuantificacién del nimero promedio de
células positivas para GFP y/o TH+/TH- y/o PAX6+/
PAX6- de la PGL. La cuantificacién mostré diferen-
cias significativas en el niimero de células GFP+/TH+/
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PAX6+ entre animales control (430,6 + 347; n=3) y
mutantes para PBX1 (171,7 +2,71; n=3); en el nlimero
de células GFP+/TH+/PAX6- entre animales control
(14,7 £ 047; n=3) y mutantes para PBX1 (0,90 + 0,09;
n=3) y en el nimero de células GFP+/TH-/PAX6+ en-
tre animales control (251,5 + 2,26; n=3) y mutantes
para PBX1(620,1 + 5,57; n=3). La cuantificaciéon no
mostré diferencias significativas en el niimero de célu-
las GFP+/TH-/PAX6- entre animales control (182.,6 +
4,17; n=3) y mutantes para PBX1(1394 + 5,64; n=3).
Los datos representan el promedio + sem del nimero
de células GFP positivas y/o TH+/TH- y/o PAX6+/
PAX6- por mm2 de seccién analizada. Tukey’s test
de comparacién multiple: * p < 0,05, ** p <001. (F)
Cuantificacién del numero promedio de células GFP-/
TH-/PAX6+ de la PGL. La cuantificaciéon mostré di-
ferencias significativas en el nimero de células GFP-/
TH-/PAX6+ entre animales control (190,1 + 0,92;
n=3) y mutantes para PBX1 (345,6 + 4,69; n=3). Los
datos representan el promedio + sem del nimero de
células GFP-/TH-/PAX6+ por mm?2 de seccién anali-
zada. T-Student de dos colas: * p <0,05. Los tridngulos
negros de las figuras sefialan células GFP+/TH+/FT+.
Los tridngulos blancos de las figuras sefialan células
GFP+/TH-/FT-. Los tridngulos naranjas de las figuras
sefialan células GFP+/TH-/FT+. La tincién nuclear
DAPI se muestra en azul. Escala: 2Sumen A, B y Sum
enA’,A”, A", B’,B”,B”" . »>
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Curiosamente, en animales mutantes, el nimero de células GFP-/ PAX6+ incrementa
significativamente. Dado que la densidad de células no varia, estos resultados revelan que
en mutantes para PBX1 existe una tendencia en células que no pertenecen al linaje DA (y
que por tanto no han sido modificadas en su expresion de PBX1) a expresar PAX6 (Figura
26 F). Por tanto, estos resultados muestran por una parte que PBX1 no regula la expresion
de PAX6 en el linaje DA del BO y por otra que los mutantes incrementan la expresion de
PAX6 de manera no autonoma celular.

MEIS?2 se expresa en los neuroblastos de la SVZ y del RMS y en algunas interneuronas
del BO. Se ha publicado también que el bloqueo de la expresion de MEIS2 con retrovirus
en el RMS, produce una reduccion de la poblacion DA del BO demostrando la importan-
cia de MEIS2 para la diferenciacion de DA en la PGL. (Agoston et al., 2014)

Nuestros resultados mostraron que el 99% de las células TH+ expresan MEIS2 (Figura R27
C). Paralelamente, los andlisis revelaron que en animales mutantes, el porcentaje de células
GFP+ que expresa MEIS2 es menor que en controles, es decir, la delecion de Pbx] provoca
una disminucion significativa en la expresion de MEIS?2 en células GFP+ (Figura R27 D).

Por tanto, PBX1 regula a MEIS2 en el linaje DA.

Figura R27: PBX1 regula la expresion de MEIS2
en el linaje dopaminérgico. (A, B) Imagen de mi-
croscopia confocal de la triple inmunofloresecencia
de GFP (verde), TH (azul) con MEIS2 (rojo) de una
seccion coronal del OB de animales control (Pbx1**;
RCE; TH-CRE) (A) y mutantes (PbxI""; RCE; TH-
CRE) (B) de dos meses de edad. (A”), (A”), (A”)
ampliacién de células GFP+(verde)/TH+(azul)/
MEIS2+(rojo) y una célula GFP+(verde)/TH-/
MEIS2+(rojo) en animales control. (B”),(B”),(B’”)
ampliacién donde se aprecia la disminucién de
células GFP+(verde)/TH+(azul)/ MEIS2+(rojo),
una célula GFP+(verde)/TH-/MEIS2- y una célu-
la GFP+(verde)/TH-/MEIS2+(rojo) en animales
mutantes. (C) Andlisis cuantitativo de la PGL del
BO del porcentaje de células positivas para TH que
co-localizan con MEIS2. Los resultados mostraron
que el 99,5% + 0,50 sem de las células TH+ (n=3)
expresaban MEIS2 en animales control. (D) And-
lisis cuantitativo de la PGL del BO del porcentaje
de células positivas para GFP que co-localizan con
MEIS2. El andlisis revel6 que el 78,73% + 4,67
sem de las células GFP+ (n=3) expresaban MEIS2
en animales control y un 52,37% + 2,75 sem de las
células GFP+ (n=3) expresan MEIS2 en animales
mutantes. Los valores representan el promedio +
del error estandar de la media (s.e.m) del porcentaje
de células doble positivas. T-Student de dos colas.
(E) Cuantificacién del nimero promedio de célu-
las positivas para GFP y/o TH+/TH- y/o MEIS2+/
MEIS2- de la PGL. La cuantificacién mostré dife-
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rencias significativas en el nimero de células GFP+/
TH+/MEIS2+ entre animales control (245,5 +2.,95;
n=3) y mutantes para PBX1 (123,2 + 2,23; n=3) y
en el nimero de células GFP+/TH-/MEIS2- entre
animales control (157,8 + 3,94; n=3) y mutantes
para PBX1(411,3 + 2,79; n=3). La cuantificacién
no mostré diferencias significativas en el nimero
de células GFP+/TH+/MEIS2- entre animales con-
trol (0,9 + 0,09; n=3) y mutantes para PBX1(5,7+
0,16; n=3) ni en el nimero de células GFP+/TH-/
MEIS2+ entre animales control (289,1 + 3,70; n=3)
y mutantes para PBX1 (3364 + 5,80; n=3). Los da-
tos representan el promedio + sem del nimero de
células GFP positivas y/o TH+/TH- y/o MEIS2+/
MEIS2- por mm?2 de seccidn analizada. Tukey’s test
de comparacién multiple: * p < 0,05, ** p < 0,01.
(F) Cuantificacién del numero promedio de células
GFP-/TH-/MEIS2+ de la PGL. La cuantificacién
mostré diferencias significativas en el nimero de
células GFP-/TH-/MEIS2+ entre animales control
(1369,0+ 5,15; n=3) y mutantes para PBX1 (1131,0
+ 5,03; n=3). Los datos representan el promedio +
sem del nimero de células GFP- /TH-/MEIS2+ por
mm?2 de seccién analizada. T-Student de dos colas:
*p <0,05. Los tridngulos negros de las figuras sefia-
lan células GFP+/TH+/FT+. Los tridngulos blancos
de las figuras sefialan células GFP+/TH-/FT-. Los
tridngulos naranjas de las figuras sefialan células
GFP+/TH-/FT+. La tincién nuclear DAPI se mues-
tra en azul. Escala: 25umen A, By Sumen A’, A”,
A”,B’,B”,B”. »
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Los mutantes disminuyen el nimero de células GFP+/TH+/MEIS2+ por la disminucion
en el namero de células TH+. Este cambio va acompanado de un incremento en el nume-
ro de células GFP+/TH-/ MEIS2- (Figura R27 E). Por tanto, estos datos demuestran que
PBX1 regula la expresion de MEIS2 en el linaje DA del BO.

Por otra parte, los resultados no mostraron diferencias significativas en el numero de
células GFP+/TH-/MEIS2+, esto es interesante porque indicaria que el efecto de PBX1
en la expresion de MEIS2 se restringe a la poblacion de células DA maduras (TH+). Fi-
nalmente, también se observo una disminucion en la expresion de MEIS2 en la poblacion
de células GFP- ( Figura R27 F). Por tanto, contrariamente a lo observado en PAX6,
PBX1 regula la expresion de MEIS2 y los mutantes para PBX1 exhiben un fenotipo no
autonomo celular en el que células que no pertenecen al linaje DA también disminuyen
la expresion de MEIS2.

COUP-TF1 se expresa en la PGL y a diferencia del resto de FT que se analizan en este
apartado es especifico de neuronas DA post-natales (Bovetti et al., 2013). Estudios de
privacion del olor demostraron que, ademds de una reduccion en la expresion de TH,
como ya se conocia, también se producia una disminucion en la expresion de COUP-TF1
en la PGL. La misma publicacién demostré que la inactivacion condicional de COUP-

TF1 causa una reduccion en el nimero de células TH.

Figura R28: PBX1 regula la expresion de COUP-
TF1 en el linaje dopaminérgico. (A, B) Imagen
de microscopia confocal de la triple inmunoflorese-
cencia de GFP (verde), TH (azul) con COUP-TF1
(rojo) de una seccion coronal del OB de animales
control (PbxI**; RCE; TH-CRE) (A) y mutantes
(Pbx1"; RCE; TH-CRE) (B) de dos meses de edad.
(A”), (A”), (A”’) ampliaciéon de células GFP+(-
verde)/TH+(azul)/COUP-TF1+(rojo) y una célula
GFP+(verde)/TH-/COUP-TF1+ (rojo) en animales
control. (B”),(B”),(B*”) ampliacién de una célula
GFP+(verde)/TH+(azul)/ COUP- TF1+(rojo), una
célula GFP+(verde)/TH-/COUP-TF1+(rojo) y una
célula GFP+(verde)/TH-/COUP- TF1- en mutantes
para PBX1. (C) Andlisis cuantitativo de la PGL del
BO del porcentaje de células positivas para TH que
co-localizan con COUP-TF1. Los resultados mos-
traron que el 70,87% + 1,45 sem de las células TH+
(n=3) expresaban COUP-TF1 en animales control.
(D) Andlisis cuantitativo de la PGL del BO del por-
centaje de células positivas para GFP que co-locali-
zan con COUP-TF1. Los resultados mostraron que
el 51,29% + 3,52 sem de las células GFP+ (n=3)
expresaban COUP-TF1 en animales control y que
el 31,55% + 1,23 sem de las células GFP+ (n=3)
expresaban COUP-TF1 en animales mutantes para
PBX1. Los valores representan el promedio + del
error estdndar de la media (s.e.m) del porcentaje
de células doble positivas. T-Student de dos colas:
**p <0,01. (E) Cuantificacién del nimero prome-
dio de células positivas para GFP y/o TH+/TH- y/o
COUP- TF1+/COUP-TF1- de la PGL. La cuantifi-
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cacién mostr6 diferencias significativas en el nime-
ro de células GFP+/TH+/ COUP-TF1 + entre ani-
males control (287,3 + 0,11; n=3) y mutantes para
PBX1 (136,8 +0.,94; n=3); en el nimero de células
GFP+/TH+/ COUP-TFI1- entre animales control
(1179 £ 0,90; n=3) y mutantes para PBX1 (42,1 +
0,97; n=3) y en el nimero de células GFP+/TH-/
COUP- TF1- entre animales control (318,1 +; n=3)
y mutantes para PBX1 (600,6 + 7,03; n=3). La cuan-
tificacién no mostré diferencias significativas en el
nimero de células GFP+/TH-/ COUP-TF1+ entre
animales control (171,8 + 3,38; n=3) y mutantes
para PBX1 (155,8 + 1,32; n=3). Los datos represen-
tan el promedio + sem del nimero de células GFP
positivas y/o TH+/TH- y/o COUP-TF1+/ COUP-
TF1- por mm2 de seccién analizada. Tukey’s test
de comparacién multiple: * p < 0,05, ** p < 0,01.
(F) Cuantificacién del numero promedio de células
GFP-/TH-/COUP-TF1+ de la PGL. La cuantifica-
cién no mostrd diferencias significativas en el nd-
mero de células GFP-/TH-/COUP-TF1+ entre ani-
males control (33,8 + 0,27; n=3) y mutantes para
PBX1 (23,1 + 045; n=3). Los datos representan el
promedio + sem del nimero de células GFP-/TH-/
COUP-TF1+ por mm2 de seccidén analizada. T-Stu-
dent de dos colas. Los tridngulos negros de las figu-
ras seflalan células GFP+/TH+/FT+. Los tridngulos
blancos de las figuras sefialan células GFP+/TH-/
FT-. Los tridngulos naranjas de las figuras sefialan
células GFP+/TH-/FT+. La tincién nuclear DAPI se
muestra en azul. Escala: 25umen A, By Sumen A’,
A”, A, B’,B”,B”. B
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Finalmente, experimentos en los que delecionaron COUP-TF]1 en interneuronas adultas
mediante lentivirus, demostraron que COUP-TF1 es importante tanto para la diferencia-
cién como para el mantenimiento DA. (Bovetti et al., 2013)

Como era de esperar, nuestros resultados revelaron que la mayoria de las células TH+ ex-
presaban COUP-TF1 (Figura R28 C). Los analisis revelaron que los mutantes para PBX1,
exhiben un menor porcentaje de células GFP+ que expresan el FT (Figura R28 D) en
comparacion a los animales control sugiriendo que PBX1 regula la expresion de COUP-
TF1 en el linaje DA del BO. Tal y como se observo en el estudio de PAX6 y MEIS2, los
mutantes para PBX1 muestran una disminucion en el numero de células GFP+/TH+/
COUP-TF1+ como consecuencia de la disminucion de la células TH+. Esta disminucion
va acompafiada de un aumento de células GFP+/TH-/COUP-TF1- (Figura 28 E).

Ademas, los mutantes para PBX1 muestran un menor numero de células GFP+/TH+/
COUP-TF1- debido a que las TH+ embrionarias no expresan COUP-TF1 y los mutantes
para PBX1 disminuyen tanto la poblacion DA adulta como la embrionaria. Por otra parte,
los resultados no mostraron diferencias significativas en el numero de células GFP+/TH-/
COUP- TF1+, esto es interesante porque indicaria que el efecto de PBX1 en la expresion

de COUP-TF1 se restringe a la poblacion de células DA maduras (TH+).

Figura R29: La expresion de ER81 es indepen-
diente de PBX1. (A, B) Imagen de microscopia
confocal de la triple inmunofloresecencia de GFP
(verde), TH (azul) con ER81 (rojo) de una seccién
coronal del OB de animales control (PbxI**; RCE;
TH-CRE) (A) y mutantes (Pbx1""; RCE; TH- CRE)
(B) de dos meses de edad. (A’),(A”),(A”) amplia-
cion de células GFP+(verde)/TH+(azul)/ER81+
(rojo) en animales control. (B),(B”’), (B””’) amplia-
cion donde se observa una reduccién en el nimero
de células GFP+(verde)/TH+(azul)/ER81+(r0jo) y
un par de células GFP+(verde)/TH-/ER81+ (rojo)
en animales mutantes. (C) Analisis cuantitativo de
la PGL del BO del porcentaje de células positivas
para TH que co-localizan con ER81. Los resultados
mostraron que el 99,8% + 0,20 sem de las células
TH+ (n=3) expresaban ER81 en animales control.
(D) Analisis cuantitativo de la PGL del BO del
porcentaje de células positivas para GFP que co-
localizan con ERS81. Los resultados mostraron que
el 79.02% + 445 sem de las células GFP+ (n=3)
expresaban ER81 en animales control y un 79,22%
+ 3,66 sem de las células GFP+ (n=3) expresaban
ERS81 en animales mutantes. Los valores represen-
tan el promedio + del error estdndar de la media
(s.e.m) del porcentaje de células doble positivas.
T-Student de dos colas. (E) Cuantificacion del nu-
mero promedio de células positivas para GFP y/o
TH+/TH- y/o ER81+/ ER81- de la PGL. La cuan-
tificacion mostré diferencias significativas en el
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nimero de células GFP+/TH+/ ER81+ entre ani-
males control (4199 + 2.39; n=3) y mutantes para
PBX1 (209,5 +2,33; n=3) y en el niimero de células
GFP+/TH-/ ER81+ entre animales control (395,2
+ 8,54; n=3) y mutantes para PBX1 (644,5 + 2,30;
n=3). La cuantificacién no mostré diferencias signi-
ficativas en el nimero de células GFP+/TH+/ ER81-
entre animales control (0,9 + 0,09; n=3) y mutantes
para PBX1 (4,7 + 0,25; n=3) ni en el nimero de
células GFP+/TH-/ ER81- entre animales control
(2104 + 3,70; n=3) y mutantes para PBX1 (225,6
+ 4,92; n=3). Los datos representan el promedio +
sem del nimero de células GFP positivas y/o TH+/
TH- y/o ER81+/ ER81- por mm2 de seccién ana-
lizada. Tukey’s test de comparacién multiple: * p
< 0,05, ** p <0,01. (F) Cuantificacién del numero
promedio de células GFP-/TH-/ER81+ de la PGL.
La cuantificaciéon no mostré diferencias significati-
vas en el nimero de células GFP-/TH-/ER81+ entre
animales control (16050 + 20,82; n=3) y mutantes
para PBX1 (12110 + 6,75; n=3). Los datos repre-
sentan el promedio + sem del nimero de células
GFP- /TH-/ ER81+ por mm2 de seccion analizada.
T-Student de dos colas. Los tridngulos negros de las
figuras sefialan células GFP+/TH+/FT+. Los tridn-
gulos negros de las figuras sefialan células GFP+/
TH+/FT+. Los tridngulos naranjas de las figuras
sefialan células GFP+/TH-/FT+. La tincién nuclear
DAPI se muestra en azul. Escala: 25um en A, B y
SumenA’,A”,A””,B’,B”,B””.p»
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ERB8I se expresa en las DA del BO pero no de forma especifica como puede observarse en
la Figura R29 A. Mutantes nulos para ER81 exhiben una dramatica reduccion en el nume-
ro de células TH+ en la PGL. Ademds, ER81 activa directamente la region cis reguladora
del locus de Th in vitro (Flames & Hobert, 2009).Ensayos posteriores de inmunoprecipi-
tacion de la cromatina confirmaron que ER81 se une a una region cercana al promotor de
Th (John W. Cave, et al. 2010).

Las imédgenes de microscopia confocal mostraron que las células DA expresan ER81
(100%). (Figura R29 C). A diferencia de lo observado en MEIS2 y COUP-TF1, los resul-
tados no mostraron diferencias significativas entre controles y mutantes en el porcentaje
de células GFP+ que expresaban ER81 (Figura R29 D). Por tanto, los datos sugieren que
PBX1 no regula la expresion de ER81 en el linaje DA del OB. Los mutantes para PBX1
debido a la reduccion en el numero de células TH+ tambi€én mostraron una disminucion
en el namero de células GFP+/TH+/ER81+. Esta disminucion va acompafiada por un
incremento significativo en el numero de células GFP+/TH-/ER81+ que confirmaria que
PBX1 no regula la expresion de ER81.

Tampoco se observaron diferencias significativas en la expresion de ER81 en las células
GFP- por la variabilidad entre animales control a pesar de haber una tendencia a la dismi-

nucion de la expresion de ER81 en las células GFP-.

Figura R30: PBX1 reprime la expresion de
PBX2. (A, B) Imagen de microscopia confocal de
la triple inmunofloresecencia de GFP (verde), TH
(azul) con PBX2 (rojo) de una seccién coronal del
OB de animales control (PbxI**; RCE; TH-CRE)
(A) y mutantes (Pbx1""; RCE; TH-CRE) (B) de dos
meses de edad. (A’), (A”), (A””) ampliacién de cé-
lulas GFP+(verde)/TH+(azul)/PBX2- y una célula
GFP+(verde) /TH+(azul)/PBX2+(rojo) en anima-
les control. (B”),(B”), (B*) ampliacién donde se
aprecia el incremento de células GFP+(verde)/TH-/
PBX2+(rojo) y una célula GFP+(verde)/TH+(azul)/
PAX6+(rojo) en mutantes para PBX1. (C) Anilisis
cuantitativo de la PGL del BO del porcentaje de cé-
lulas positivas para TH que co-localizan con PBX2.
Los resultados mostraron que el 92,61% + 2,27 sem
de las células TH+ (n=3) expresaban PBX2 en ani-
males control. (D) Analisis cuantitativo de la PGL
del BO del porcentaje de células positivas para GFP
que co- localizan con PBX2. Los resultados mostra-
ron que el 32,62% + 3,44 sem de las células GFP+
(n=3) expresaban PBX?2 en animales control y un
68% + 0,54 sem de las células GFP+ (n=3) expre-
sanban PBX2 en animales mutantes. Los valores
representan el promedio + del error estindar de la
media (s.e.m) del porcentaje de células doble posi-
tivas. T-Student de dos colas: * p < 0,05. (E) Cuan-
tificacién del nimero promedio de células positivas
para GFP y/o TH+/TH- y/o PBX2+/PBX2- de la
PGL. La cuantificaciéon mostré diferencias signifi-
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cativas en el nimero de células GFP+/TH+/PBX2+
entre animales control (416,1 + 3 .46; n=3) y mutan-
tes para PBX1 (204,7 +2,85; n=3); en el nimero de
células GFP+/TH+/PBX2- entre animales control
(17,0 £ 0,59; n=3) y mutantes para PBX1 (0 + 0;
n=3) y en el ndimero de células GFP+/TH-/PBX2+
entre animales control (391 .4 + 3.45; n=3) y mutan-
tes para PBX1 (698,5 + 7,61; n=3). La cuantifica-
cién no mostrd diferencias significativas en el ni-
mero de células GFP+/TH-/PBX2- entre animales
control (316,5 + 542; n=3) y mutantes para PBX1
(262,5 + 4,28; n=3). Los datos representan el pro-
medio + sem del nimero de células GFP positivas
y/o TH+/TH- y/o PBX2+/ PBX2- por mm?2 de sec-
cion analizada. Tukey’s test de comparacion multi-
ple: * p < 0,05, ** p <0,01. (F) Cuantificacién del
numero promedio de células GFP-/TH-/ PBX2+ de
la PGL. La cuantificacién mostré diferencias signi-
ficativas en el niimero de células GFP-/TH-/ PBX2+
entre animales control (8264 + 6,56; n=3) y mutan-
tes para PBX1 (1586,0 + 10,04; n=3). Los datos re-
presentan el promedio + sem del nimero de células
GFP-/TH-/ PBX2+ por mm?2 de seccién analizada.
T-Student de dos colas: ** p < 0,01. Los tridngulos
negros de las figuras sefialan células GFP+/TH+/
FT+. Los tridngulos blancos de las figuras sefialan
células GFP+/TH-/FT-. Los tridngulos naranjas de
las figuras sefialan células GFP+/TH-/FT+. La tin-
cion nuclear DAPI se muestra en azul. Escala: 25um
enA,BySumenA’,A”,A”",B’,B”,B””.
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Como hemos observado en este trabajo, PBX2, se expresa en el BO de manera generali-
zada tanto en la GCL como en la PGL. Contrariamente al resto de FT, PBX?2 parece ser
un FT prescindible para la diferenciacion a neurona DA del BO no obstante, quisimos
analizar su expresion en mutantes para PBX1.

Los resultados mostraron que las células TH+ son PBX2+ (93%) (Figura R30 C) y que
mutantes para PBX1 incrementan ligeramente el porcentaje de células GFP+ que lo ex-
presan (Figura R30 D). Por tanto, estos resultados sugieren que PBX1 en animales control
reprime parcialmente la expresion de PBX2 en el linaje DA del BO.

Como en el caso de la sobreexpresion de GAD67, y ya que PBX1a y PBX?2 se co-expre-
san de forma generalizada en las neuronas DA, es posible que el papel represor de PBX1
sobre PBX?2 se restrinja exclusivamente a PBX1b, el cual estd expresado en alrededor de
un 10% de neuronas del linaje DA (GFP+). Sin embargo, como muestra la Figura R30E,
no se detectaron diferencias significativas en el numero de células GFP+/TH-/PBX2-, por
tanto el papel represor de PBX1b sobre PBX2 estaria limitado a la poblacion TH+, la cual
hemos determinado que aproximadamente un 5% expresa PBX1b. Habra que realizar
experimentos adicionales para profundizar en el papel represor de PBX1.

Sorprendentemente, los resultados mostraron también un incremento en el numero de
células que expresaba PBX?2 en la poblacion de células GFP- en animales mutantes para
PBX1. Por tanto, los andlisis mostraron que PBX1 reprime la expresion de PBX2 y que
mutantes para PBX1 incrementan la expresion de PBX2 en el linaje no DA de manera no
auténoma celular.

El factor de transcripcion DLX?2 también esta implicado en diferenciacion DA (Brill e?
al.,2008). Sin embargo, actualmente no existen anticuerpos especificos para DLX2 que
funcionen en tejido, por ello no pudimos estudiar si PBX1 afecta la expresion de DLX?2.
Actualmente estamos tratando de analizar este posible papel mediante hibridacion in situ
para DIx2.

En conjunto estos resultados revelaron que PBX1 regula la expresion de MEIS2 y COUP-
TF1 y reprime a PBX2 en el linaje DA del OB. Ademas también sugieren que de manera
no autéonoma celular PBX1 incrementa la expresion de PAX6 y PBX2 mientras que dis-
minuye la de MEIS2 en animales mutantes.
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5 ESTUDIO DE LA FUNCION DE PBX EN DIFERENCIACION
DA DEL BO MEDIANTE ELECTROPORACIONES /N VIVO

PBX1 se expresa de manera amplia en el cerebro (Roberts ef al., 1995), entre las pobla-
ciones neuronales que expresan PBX1 se encuentran las neuronas dopaminérgicas del
mesencéfalo (Villaescusa et al., 2016). Durante la realizacion de esta tesis se publicé un
articulo que describe que PBX1 es necesario para la diferenciacion de esta poblacion de
neuronas. Por otra parte, se sabe que la dopamina liberada por las neuronas dopaminérgi-
cas del mesencéfalo en el estriado actia como sefal de proliferacion para los progenitores
de la zona subventricular (O’Keeffe er al., 2009). Por tanto, cabe la posibilidad de que en
nuestros mutantes condicionales PbxI""; TH-ires-Cre, la proliferacion en SVZ, se vea
afectada debido a los defectos DA del mesencéfalo.

Aunque nuestros experimentos con inyecciones de BrdU indican que no hay defectos
obvios en proliferacién y/o migracién en el BO de mutantes PbxI""; TH-ires-Cre, para
poder concluir innequivocamente si PBX1 tiene una funcién auténoma en diferenciacion
DA del bulbo, paralelamente a los experimentos anteriormente descritos se recurrio a la
técnica de la electroporacion in vivo en animales neonatos para marcar progenitores DA
(Inoue et al., 2001; Barnabé-Heider et al., 2008). Ademds estos experimentos se comple-
mentaron con rescates especificos mediante la electroporacion de distintas isoformas de
Pbxl.

5.1. Analisis de la pérdida de funcion de PBX1 mediante la electroporacion de la
CRE-recombinasa

Estos experimentos se realizaron en paralelo a los analisis de los mutantes Pbx/; Pbx2;
TH-ires-CRE por tanto aun no conociamos si PBX2 tenia un papel en diferenciaciéon DA
por lo que decidimos realizar las electroporaciones en el doble mutante Pbx1"" ; Pbx2™".

Para llevar a cabo los experimentos, se electroporé un plasmido de expresion constitutiva
de la CRE-recombinasa fusionada a GFP, en los progenitores de la zona subventricular
dorsal (donde residen los progenitores DA), en animales neonatales control y animales
KO para PBX2 con el gen Pbx! flanqueado por las secuencias LoxP (PbxI"") (Tabla M1
de material y métodos). Los animales se analizaron a los 31 dias después de la electropo-
racion.

Se ha publicado que la delecion en progenitores de Pbx! mediante retrovirus produce
muerte celular (Grebbin ef al.,2016), como la CRE inyectada se expresa de forma consti-
tutiva, el primer paso fue analizar el nimero de células GFP positivas que llegaban al BO
en controles y dobles mutantes.

Como se aprecia en la Figura R31 A no encontramos diferencias significativas en el nu-
mero de células GFP en la capa PGL, por tanto nuestro disefio experimental no parece
producir muerte celular. Con el objetivo de descartar posibles diferencias entre los geno-
tipos Pbx2**; PbxI1*"*, Pbx2*"; PbxI*"* y Pbx2"; PbxI*"*, se co-electroporaron los plasmi-
dos de expresion constitutiva de la CRE-recombinasa fusionado a GFP y el plasmido de
expresion constitutiva de GFP en los progenitores de la SVZ dorsal en animales neonata-

129



Resultados

les a cada uno de los distintos genotipos. Como muestra la Figura R31 B. Los tres geno-
tipos presentaron un porcentaje similar de células GFP+ diferenciadas a DA. Por tanto,
cualquiera de ellos podia ser usado como genotipo control en los proximos experimentos.

A continuacién quisimos comprobar que la electroporacion de la CRE era capaz de elimi-
nar de forma efectiva la presencia de PBX1 en las células electroporadas. Como muestra
la grafica de R31 C, la electroporacion de la CRE produce una disminucion de las células
positivas para PBX1a .

Una vez comprobado que el disefio experimental era correcto se realizé una doble in-
munohistoquimica contra GFP y TH en secciones coronales del BO y se cuantificaron el
numero de células verdes que se habian diferenciado a dopaminérgicas en la PGL. Tras
el andlisis se observo que en los animales dobles mutantes el porcentaje de células doble
positivas para TH y GFP era significativamente inferior al de los animales control (Figura
R31 D).
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5.2. Experimentos de rescate del fenotipo

Las electroporaciones in vivo nos ofrecen una manera rapida y sencilla de modificar gené-
ticamente las células. Por tanto, una vez establecido el fenotipo que produce la pérdida de
funcion de PBX1 de forma autonoma celular, se decidio realizar experimentos de rescate
de funcién con dos de las isoformas de Pbx/: PBX1ay PBXIb.

Como se ha descrito con anterioridad, ambas isoformas contienen el mismo dominio de
unién a DNA pero difieren en su Ct, ademas nuestros analisis demostraron que PBX1a
pero no PBX1b se expresa en las neuronas DA del bulbo. En los experimentos de rescate
se co-electropord por una parte la CRE recombinasa y por otra un plasmido que expre-
saba el factor de transcripcion seguido de IRES GFP, ambos de expresion constitutiva
(Tabla M1 de material y métodos).

Pasados los 31 dias después de la electroporacion se sacrificé al animal y se realiz6 una
doble inmunohistoquimica contra GFP y TH en secciones coronales del BO de anima-
les de un mes de edad. Tras la cuantificacion los resultados mostraron que los animales
PbxI" ; Pbx2" co-electroporados con CRE y PBX1a presentaban un porcentaje similar
de células TH/GFP al control mientras que los animales co-electroporados con CRE y
PBX1b mantenian porcentajes similares a los dobles mutantes (Figura R32). Por tanto es-
tos resultados sugieren que la isoforma PBX1a y no PBX1b participa en la diferenciacion

a neurona DA del BO.

<« Figura R31: Experimentos de electroporacion
in vivo demuestran que PBX1 es necesario para
la expresion del gen Th. (A) Cuantificacion del nd-
mero promedio de células positivas para GFP del
BO en animales control y Pbx1""; Pbx2" co-elec-
troporados con el pldsmido pCAG-CRE::GFP y
pCAG-ires-GFP. Los animales control (10,56 =+
2,00; n=5) y mutantes (8,53 + 0,56; n=4) no mues-
tran diferencias significativas. Los datos represen-
tan el promedio + sem del nimero de células GFP
positivas por seccién analizada. T-Student de dos
colas. (B) Andlisis cuantitativo del porcentaje de cé-
lulas positivas para GFP que expresan TH en la PGL
de animales control con genotipo PbxI**; Pbx2**,
PbxI**; Pbx2*, PbxI*"*; Pbx2" co-electroporados
con el plasmido pCAG-CRE::GFP y pCAG- ires-
GFP. El 39,57% + 3,20 sem de las células GFP+
expresan TH (n=2) en animales PbxI*"*; Pbx2*"*. El
38,46% + 5.06 sem de las células GFP+ expresan
TH (n=3) en animales PbxI**; Pbx2*-. El 41,58% =+
2,90 sem de las células GFP+ expresan TH (n=5) en
animales PbxI**; Pbx2". Los valores representan el
promedio + del error estdndar de la media (s.e.m) del

porcentaje de células doble positivas. T-Student de
dos colas. (C) Andlisis cuantitativo del porcentaje
de células positivas para GFP que expresan PBX1a
en la PGL de animales control y PbxI"%; Pbx2"
co-electroporados con el plasmido pCAG-CRE::G-
FP y pCAG-ires-GFP. El 85,07% + 1,47 sem de las
células GFP+ expresan PBX1a (n=5) en animales
control. El1 30,47% + 4,50 sem de las células GFP+
expresan PBX1a (n=5) en animales PbxI"; Pbx2-
". Los valores representan el promedio + del error
estandar de la media (s.e.m) del porcentaje de cé-
lulas doble positivas. T-Student de dos colas: *** p
< 0,001. (D) Anélisis cuantitativo del porcentaje de
células positivas para GFP que expresan TH en la
PGL de animales control y Pbx1""; Pbx2" co-elec-
troporados con el pldsmido pCAG-CRE::GFP y
PCAG-ires-GFP. El 40,24% + 2,00 sem de las célu-
las GFP+ expresan TH (n=10) en animales control.
El 18,37% + 4,06 sem de las células GFP+ expresan
TH (n=6) en animales PbxI""; Pbx2’-. Los valores
representan el promedio + del error estindar de la
media (s.e.m) del porcentaje de células doble positi-
vas. T-Student de dos colas: *** p <0,001.
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A Figura R32: PBX1la pero no PBX1b res-
cata el fenotipo en los dobles mutantes. Ana-
lisis cuantitativo del porcentaje de células posi-
tivas para GFP que expresan TH en la PGL de
animales control co-electroporados con el pldsmi-
do pCAG-CRE::GFP y pCAG-ires-GFP, animales
PbxI1"V; Pbx2” co-electroporados con el pldsmido
pCAG-CRE::GFP y pCAGe-ires-GFP, animales
PbxI1"V; Pbx2" co-electroporados con el pldsmido
PCAG-CRE::GFP y pCAG-Pbx1a-ires-GFP y anima-
les PbxI1"; Pbx2" co-electroporados con el pldsmi-
do pCAG-CRE:: GFP y pCAG-Pbx1b-ires-GFP. El
40,24% + 2,00 sem de las células GFP+ expresan

PCAG-CREzGFP  PCAG-CRE:GFP
2ug/ul

pCAG-CRE=GFP

2ugful 2ug/ul

pCAG-ires-GFP  pCAG-Pbx1a-ires-GFP  pCAG-Pbx1b-ires-GFP
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con el pldsmido pCAG-CRE::GFP y pCAG-ires-
GFP. El 18,37% + 4,06 sem de las células GFP+
expresan TH (n=6) en animales PbxI"; Pbx2"
pCAG-CRE::GFP y pCAG-ires-GFP. El 43,76% =+
3,80 sem de las células GFP+ expresan TH (n=6) en
animales Pbx1""; Pbx2"- pCAG-CRE::GFP y pCAG-
Pbx1a- ires-GFP. El 19,85% + 2,28 sem de las cé-
lulas GFP+ expresan TH (n=4) en animales Pbx 1",
Pbx2” pCAG-CRE::GFP y pCAG-Pbx1b-ires-GFP.
Los valores representan el promedio + del error es-
tandar de la media (s.e.m) del porcentaje de células
doble positivas. Tukey’s test de comparacién multi-
ple: #¥* p < 0,001.

TH (n=10) en animales control co-electroporados

5.3. Analisis de la pérdida de funcién de PBX1 especifica de linaje dopaminérgico

Finalmente, con el objetivo de poder estudiar la funcién de PBX1 en la diferenciacion
terminal a neurona DA, afectando unicamente al linaje dopaminérgico de forma exclusi-
va en el BO y de forma mds terminal, se decidi6 utilizar un pldsmido de expresion mas
restringida. Para ello se cloné la region de 5 kilobases aguas arriba del inicio de transcrip-
cién de Th frente a la CRE. Otra modificacion con respecto al experimento anterior, fue
la co-electroporacion de un pldsmido con la secuencia LoxP-stop- LoxP::YFP en vez de
un vector que expresara GFP constitutivamente para poder detectar de entre las células
electroporadas, solo aquellas en las que la CRE habia funcionado. La electroporacién de
este pldsmido muestra un patrén de expresion mds especifico del linaje dopaminérgico
que la electroporaciéon con GFP de expresion constitutiva (Figura R33 A).

En base a los resultados anteriores, se electroporé este pldsmido en controles y mutantes
tanto Pbx1"" como dobles mutantes Pbx1"%; Pbx2”-. Pasados 31 dias después de la elec-
troporacion, se sacrificaron los animales y se realiz6 una doble inmunohistoquimica con-
tra GFP y TH en secciones coronales del BO de animales control, mutantes para PBX1 y
dobles mutantes.
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Los resultados mostraron como en animales Pbx1"" inyectados con CRE el porcentaje de
células dobles TH/GFP era significativamente inferior al de los animales control. Por otra
parte, los analisis también revelaron que no existian diferencias significativas entre el por-
centaje de células dobles TH/GFP de animales mutantes para PBX1 y dobles mutantes, lo
que coincide con nuestro andlisis de los mutantes con la linea transgénica TH-ires-CRE
(Figura R33 B).

Por tanto, en conjunto, estos resultados confirmaron una vez mds que PBX2 es prescindi-
ble para la diferenciacion terminal a neurona DA del BO. Ademds, también demostraron
que el fenotipo observado en el bulbo olfatorio no es un efecto indirecto de defectos en la
proliferacion y que la reduccion en el nimero de neuronas dopaminérgicas se debia a la

pérdida de Pbx1 en la neurona en diferenciacion.
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A Figura R33: Electroporaciones in vivo de la
CRE recombinasa bajo el promotor de 7h mues-
tran un patron de expresion mas especifico de
linaje dopaminérgico del BO y reducen significa-
tivamente el nimero de celulas TH+ en la PGL.
(A) Andlisis cuantitativo del porcentaje de células
positivas para GFP que expresan TH en la PGL de
animales control co-electroporados con el pldsmi-
do pCAG-CRE::GFP y pCAG-ires-GFP y animales
control co-electroporados con el pldsmido pTH-
CRE y pCAG-LoxP-stop-LoxP-YFP. El 40,24% =+
2,00 sem de las células GFP+ expresan TH (n=10)
en animales control co-electroporados con el plds-
mido pCAG-CRE::GFP y pCAG-ires-GFP. El
68,14% + 3,28 sem de las células GFP+ expresan
TH (n=6) en animales control co-electroporados
con el pldsmido pTH-CRE y pCAG-LoxP-stop-
LoxP-YFP. Los valores representan el promedio +
del error estandar de la media (s.e.m) del porcentaje
de células doble positivas. T-Student de dos colas:
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*#% p < 0,001. (B) Andlisis cuantitativo del % de
células positivas para GFP que expresan TH en la
PGL de animales control, PbxI""; Pbx2**, PbxIV
i Pbx2" co- electroporados con el plasmido pTH-
CRE y pCAG-LoxP-stop-LoxP-YFP. El 68,14% =+
3,28 sem de las células GFP+ expresan TH (n=0)
en animales control co-electroporados con el plds-
mido pTH- CRE y pCAG-LoxP-stop-LoxP-YFP.
El 47,83% + 2,38 sem de las células GFP+ expre-
san TH (n=8) en animales PbxI""; Pbx2** co-elec-
troporados con el pldsmido pTH-CRE y pCAG-
LoxP-stop-LoxP-YFP. El 40,29% + 3,50 sem de
las células GFP+ expresan TH (n=3) en animales
PbxI"V; Pbx2" co-electroporados con el pldsmido
pTH-CRE y pCAG-LoxP-stop-LoxP-YFP. Los va-
lores representan el promedio + del error estdndar
de la media (s.e.m) del porcentaje de células doble
positivas. Tukey’s test de comparaciéon miiltiple:
**%p< 0,001.
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5.4. Anadlisis de la sobreexpresion de los factores de transcripcion PBX1a y PBX1b

Finalmente, se realizaron experimentos de ganancia de funcion con el objetivo de estu-
diar si la sobreexpresion de los FT PBX1a y PBX1b incrementaba el niimero de neuronas
DA del OB. Para ello, se electroporaron animales CD1 con el plasmido pCAG-Ires-GFP
como control y el plasmido pCAG-FT-Ires-GFP con el FT correspondiente (Tabla M1 de
material y métodos). Debido a la variabilidad existente entre los distintos experimentos
los resultados de cada FT se compararon con sus controles correspondientes.

Pasados los 31 dias después de la electroporacion, se sacrificaron y se realizé una doble
inmunohistoquimica para GFP y TH en animales control y en animales con sobreexpre-
sion del FT correspondiente (Figura R34). Tras la cuantificacion, los resultados mostraron
que la sobreexpresion de los dos factores incrementaba significativamente el nimero de
células GFP+/TH+, con respecto a la sobreexpresion del plasmido control, siendo mayo-
res los aumentos en el caso de PBX1a. Estos datos sugieren que PBX1a y PBX1b partici-

pan en la diferenciacion de las neuronas dopaminérgicas del BO.

Figura R34: La sobreexpresion de PBXla y
PBX1b incrementa el niimero de células TH+ en
el BO. (A, B, D, E) Imagen de microscopia confocal
de la doble inmunoflorescencia para GFP (verde) y
TH (rojo) de una seccién coronal del BO de ani-
males CD1 electroporados con el plasmido pCAG-
Ires-GFP (A), (D), pCAG-Pbxla-Ires-GFP (B) y
pCAG-Pbx1b-Ires-GFP (E) . (C) Andlisis cuanti-
tativo de la PGL del BO del porcentaje de células
positivas para GFP que expresan TH. Los resultados
mostraron que el 34,67% + 2,91 sem de las células
GFP+ (n=3) expresaban TH en animales CD1 elec-
troporados con pCAG-Ires-GFPy un 59,30% + 2,35
sem (n=7) en animales electroporados con pCAG-
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Pbx1a-Ires-GFP. (F) Analisis cuantitativo de la PGL
del BO del porcentaje de células positivas para GFP
que expresan TH. Los resultados mostraron que el
34,67% + 291 sem de las células GFP+ (n=3) ex-
presaban TH en animales CD1 electroporados con
PCAG-Ires-GFP y un 48,03% + 3,66 sem (n=3) en
animales electroporados con pCAG-Pbx1b-Ires-
GFP. Los valores representan el promedio + del
error estdndar de la media (s.e.m) del porcentaje de
células doble positivas. T-Student de dos colas: * p
< 0,05. ***p<0,001. Los triangulos blancos de las
figuras sefialan células GFP+TH+. La tincién nu-
clear DAPI se muestra en azul. Escala 25pm. >
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6 ENSAYOS DE INMUNOPRECIPITACION DE LA CROMATINA
CON PBX1

Los experimentos de pérdida de funcion de PBX1 muestran que es necesario para la ex-
presion de TH. Por ello, quisimos analizar si PBX1 regulaba la expresion de Th mediante
la unién directa a su regién promotora.

Dado que se habia publicado que MEIS2 (FT necesario para la diferenciacion DA) se
unia a 3500 y a 300pb (pares de bases) aguas arriba del codén de inicio del gen Th, que
ademds en esas regiones habian sitios de unién del tipo homeodominio (Agoston et al.,
2014) y que adicionalmente se ha visto que a estas dos regiones también se une ER81
(John W. Cave et al., 2010), decidimos analizar esas dos regiones como posibles sitios de
unién de PBX1. Para ello, se llevaron a cabo experimentos de inmunoprecipitacion de la
cromatina (ChIP) seguidos de una PCR cuantitativa (QPCR) de células del BO de anima-
les CD1 de 2 meses de edad.

Paralelamente a la realizacion de los experimentos, se publicé que PBX1 se unia a 3500
pb (pares de bases) aguas arriba del codén de inicio del gen Th (Grebbin et al., 2016) tal
y como también demuestran nuestros resultados. Sin embargo, nuestros andlisis no sélo
confirmaron los resultados ya publicados sino que ademads revelaron un nuevo sitio de
unién de PBX1 a 300pb aguas arriba del codén de inicio del gen Th (Figura R35).
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A Figura R35: PBXI1 se une a la region promoto-
ra deThen el BO. La unién especifica de PBX1 a las
regiones -300 y -3500 aguas arriba del codén de ini-
cio del gen Th se detecté mediante un andlisis de in-
munoprecipitacion de cromatina seguido de una PCR
cuantitativa de células del BO de animales CD1 de dos
meses de edad (n=4). La regién 3’ UTR del gen Hprt se
utilizé como control negativo.
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El sistema nervioso esta dotado de una amplia variedad de neuronas con morfologias y
funciones distintas que vienen dadas por la expresion especifica de una bateria de genes
efectores. Trabajos previos de nuestro laboratorio han mostrado que, en C.elegans, la ex-
presion de gran parte de los genes efectores de las neuronas dopaminérgicas estd regulado
por la combinacion de tres factores de transcripcion: un factor ETS (AST-1), un factor
DLL (CEH-43) y un factor PBX (CEH- 20/CEH-40) (Doitsidou et al., 2013; Flames et
al.,2009).

Estudios en ratones muestran que el homologo para el factor ETS (la proteina ER81) y
para el factor DLL (la proteina DLX2) son necesarios para la diferenciacion de las neuro-
nas dopaminérgicas del BO (Brill ez al., 2008; Flames et al., 2009) revelando una posible
conservacion evolutiva de la logica de regulacion de los genes de la via de la DA.

Sin embargo, el papel de los PBX en especificacion dopaminérgica ha sido poco estudia-
do hasta la fecha. Por ello, en este trabajo hemos centrado nuestro interés en analizar la
funcion de los factores de transcripcion de la familia PBX en la diferenciacion terminal
de las neuronas dopaminérgicas en el BO de raton.

Las isoformas de Pbx1 se expresan de forma diferencial en los distintos estadios de
diferenciacion dopaminérgica.

Recientemente se ha descrito la expresion de PBX1 en los progenitores de la zona subven-
tricular (Grebbin et al.,2016), en nuestros experimentos de expresion hemos determinado
que los progenitores son negativos para PBX1a y que la expresion de PBX1 corresponde
especificamente a la isoforma PBX1b.

Por otra parte, el andlisis de la poblacion DCX+ en la SVZ (correspondiente a los neuro-
blastos en migracion) revelo que los neuroblastos expresan ambas isoformas, PBX1a y
PBX1b. Recientemente se ha publicado que la proteina de union a RNA PTBP1, inhibe la
expresion del exon 7 especifico de la isoforma PBX1a. Este trabajo utiliza células madre
embrionarias de raton (mESC) que diferencian a precursores neuronales y mas tarde a
moto-neuronas. La expresion de PTBP1 es elevada en mESC y al inicio de la diferen-
ciacion a precursor neuronal inhibiendo la expresion de PBX1a. Ademads, una expresion
temprana de PBX1a en mESC altera los perfiles de expresion e induce la diferenciacion
temprana mediante la expresion de genes neuronales (Linares et al., 2015).

Seria interesante determinar si la expresion de PTBP1 en la SVZ es homdloga a la obser-
vada in vitro y si PTBP1 también tiene un papel en la regulacion del equilibrio de expre-
sion de las isoformas Pbx/ en los progenitores y neuroblastos de la SVZ asi como en el
control del equilibrio entre proliferacion y diferenciacion.

Por otra parte, hemos observado que los neuroblastos, una vez alcanzan su destino final
en el BO y maduran cambian de nuevo su complemento de factores PBX. Un elevado
porcentaje de células TH+ expresa PBX1a (98%) y PBX2 (96,34%) pero son PBX1b
(4%) y PBX3 (0%) negativas. De hecho, considerando las tres poblaciones maduras ma-
yoritarias de la capa periglomerular (TH, CR y CB) observamos que todas ellas expresan
PBX2, el cual no es expresado por los neuroblastos migradores.
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Por tanto, mientras que la expresion de PBX2 coincidiria con las neuronas maduras, de
manera complementaria, la expresion de PBX1b, presente en todos los neuroblastos en
migracion desaparece casi por completo de las neuronas maduras (CR, CB y TH) con lo
que la presencia de 1b, correlaciona con bloqueo de la diferenciacion. En base a estos
perfiles de expresion seria interesante determinar los sitios de union en el genoma de las
distintas isoformas de Pbx/ y de Pbx2 en los diferentes estadios de diferenciacion dopa-
minérgica del bulbo.

Paralelamente, otra conclusion interesante de los resultados del anélisis de expresion es
que ninguno de los factores de transcripcion de la familia PBX es exclusivo de un unico
tipo celular, apoyando la idea de que la especificidad celular no esta determinada por un
solo factor de transcripcion sino por la combinacion de varios de ellos. En este sentido,
es importante mencionar que hemos observado que, en el BO, la expresion solapada de
PBX1a junto con la expresion de ER81 (factor necesario para diferenciacion DA tanto en
C. elegans como en raton) si es exclusiva de neuronas DA maduras.

Finalmente, hemos observado que la expresion de factores PBX en el BO adulto es di-
ferente a la neonatal. Por una parte, PBX1a y PBX2, que no se expresan en progenitores
adultos, se expresan en la capa proliferativa a PO. Por otra parte, PBX3, que no se expresa
en neuronas DA en el adulto se detecta en las neuronas DA presentes a PO. Estos datos
sugieren que los programas genéticos que regulan tanto los progenitores como la diferen-
ciacion neuronal del bulbo de neonatos y adultos podrian ser diferentes.

Existen otros casos que describen diferencias de expresion entre estadios perinatales y
adultos del bulbo, se sabe por ejemplo que la expresion del factor de transcripcion COUP-
TF1 en el bulbo empieza alrededor del dia postnatal 14 y marca de forma exclusiva las
neuronas dopaminérgicas del bulbo con lo que se ha sugerido que el papel de COUP-TF1
se limita a la diferenciacion de neuronas DA adultas (Bovetti ef al., 2013).

La expresion de PBX1 en precursores neuronales es esencial para la viabilidad del
embrion.

Los mutantes convencionales para PBX1 mueren alrededor del dia embrionario 15 de-
bido a problemas generalizados de organogénesis (Selleri et al., 2001), lo que impide
su uso para el estudio de la neurogénesis del BO, por ello decidimos recurrir a mutantes
condicionales con el alelo para Pbx/ flanqueado por secuencias LoxP reconocidas por la
CRE recombinasa.

En nuestra primera aproximacion decidimos utilizar la CRE recombinasa expresada espe-
cificamente en progenitores neurales (Nestina-CRE). Para nuestra sorpresa, estos ratones
condicionales también son letales, aunque a estadios un poco mas tardios, ya que pudi-
mos establecer que mueren poco después de nacer aunque no determinamos la causa de
la muerte. Por tanto, los animales tuvieron que ser analizados el ultimo dia de gestacion
(E17.5). PBX1 se expresa en todas la dreas de cerebro incluyendo cortex cerebral, hipo-
campo, estriado, tdlamo, cerebelo, mesencéfalo y rombencéfalo. Por tanto es muy posible
que tenga un papel en especificacion de distintas subpoblaciones neuronales (actuando
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con co- factores especificos de tipo celular) y que por ello, la delecion global en el sistema
nervioso sea letal.

A pesar de la mortalidad temprana, pudimos determinar que mutantes Nestina-CRE,
PbxI" muestran una reduccién en la poblacion dopaminérgica del BO sugiriendo que
PBX1 es necesario para la generacion y/o diferenciacion a neurona dopaminérgica em-
brionaria del BO olfatorio. Contrariamente a lo observado en mutantes para PBX1, los
experimentos de inmunotincion en animales mutantes para PBX2 analizados a E17,5 no
mostraron defectos en la poblacion dopaminérgica sugiriendo que, o bien PBX2 no es
necesario para la diferenciacion dopaminérgica embrionaria del BO o bien que PBX1 es
capaz de compensar la falta de PBX2 y que por tanto los factores podian ser redundan-
tes entre si como ya se habia descrito anteriormente en otros tejidos (Licia Selleri et al.,
2004). Sin embargo, el estudio de la poblaciéon dopaminérgica en los dobles mutantes
PbxI" ; Pbx2"; Nestina-CRE, revel6 que el fenotipo observado era el mismo que en los
mutantes simples para PBX1 descartando por tanto, una posible redundancia entre los dos
factores de transcripcion.

El gen tirosina hidroxilasa se expresan en otras células ademas de las neuronas DA
maduras.

En nuestra segunda aproximacion, decidimos utilizar la recombinasa expresada en el lo-
cus endogeno de la enzima Tirosina Hidroxilasa (enzima de la via de la sintesis de cate-
colaminas expresada en el cerebro en neuronas DA, noradrenérgicas y adrenérgicas). Esta
estrategia deleciona Pbx/ de manera mucho mads restringida en tiempo y en espacio y por
tanto esperamos evitar la letalidad.

Se ha descrito que la expresion del gen 7h en el BO (analizada mediante la presencia de
mRNA por hibridacion in situ) no siempre coincide con la presencia de la proteina TH
(Baker et al., 1993; McLean et al., 1988). De hecho se detectan células mRNA 7h po-
sitivas/TH proteina negativas en la zona granular externa (Baker et al., 2001 y nuestras
propias observaciones).

En base a estas observaciones decidimos caracterizar la expresion de GFP en nuestro ra-
ton RCE;TH-ires-CRE. Coincidiendo con los datos observados previamente, vemos que
por un lado, como es de esperar todas las células TH son GFP pero que ademas existen
células GFP adicionales TH negativas en la capa granular externa y la periglomerular.
Es importante mencionar que no se observan células GFP ni en la SVZ ni en el camino
migrador rostral, por tanto podemos descartar que estemos delecionando Pbx! en proge-
nitores o en neuroblastos migradores.

Un estudio un poco mds detallado de las células GFP positivas TH negativas muestra que,
en la capa periglomerular, se trata de células en su gran mayoria GAD67 positivas (78%)
pero CR y CB negativas, por tanto hay dos posibilidades, o bien se trata de células del
linaje dopaminérgico inmaduras que aun no han encendido la expresion de TH o bien se
trata de una poblacion de interneuronas GABAérgica adicional aun no descrita.
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Por otra parte, nuestros analisis han mostrado que algunas de las células GFP positivas
de la capa granular superficial expresa el marcador CR, por tanto en este caso podemos
decir que el linaje DA (definido como aquel linaje que en algiin momento ha encendido la
expresion de TH) también da lugar a este tipo celular no dopaminérgico.

En resumen, nuestros resultados muestran al menos 5 subpoblaciones distintas dentro del
linaje DA (definido como aquel formado por celulas que en algiin momento de su historia
han expresado el gen Th): dos subpoblaciones en la capa granular superficial, una CR+y
la otra CR-, una subpoblacion de la capa PGL TH proteina positiva (y PBX1a positiva)
y por ultimo dos subpoblaciones de la capa PGL en la que no se detecta la proteina TH
[una caracterizada por la expresion de PBX1a (el 40%) y otra por carecer de expresion de
PBX1a (el 60% de las GFP no TH)].

En base a estas observaciones, parece probable que in vivo, la expresion del gen Th sea
bastante temprana en el proceso de diferenciacion DA y que parte de las células que
encienden su expresion luego la apaguen y se diferencien a otros tipos celulares no DA
mientras que otra parte inicia el proceso de maduracion total a dopaminérgica traduciendo
el mRNA a TH proteina y encendiendo la expresion del transportador de DA (DAT).

Coincidiendo con este modelo, hemos observado que en la cepa RCE; DAT-CRE la ex-
presion de GFP solapa al 100% con la proteina TH y no hay células verdes que no sean
TH proteina, por tanto la expresion del gen 7Th seria mds amplia, y probablemente tam-
bién mds temprana a la expresion del gen Dat. Si esto es cierto, entonces nuestra estrate-
gia estaria delecionando Pbx1 en estadios de diferenciacion temprana de las neuronas DA
(Th mRNA positiva/ Dat mRNA negativas) y por tanto estariamos estudiando un papel de
PBX1 en diferenciacion tardia de linaje DA.

Alternativamente, es posible que la delecion efectiva de Pbx/ tenga lugar ya en neuronas
DA maduras (que ya habian iniciado la expresion de DAT) y por tanto nuestro modelo
animal estaria analizando el papel de PBX1 en mantenimiento de identidad y no en dife-
renciacion.

Para distinguir entre estas dos posibilidades actualmente estamos llevando a cabo dos
estrategias complementarias: por una parte estamos realizando inyecciones a distintos
tiempos de BrdU en animales RCE;TH-ires-CRE para estudiar la dindmica de expresion
de GFP y proteina TH en el tiempo y determinar si realmente las células son primero GFP
no TH y mas tarde GFP/TH. Por otra parte hemos generado la cepa Pbx1""; RCE; DAT-
CRE, en la cual estamos analizando de forma inequivoca el papel de PBX1 en manteni-
miento de identidad neuronal.

PBX1 pero no PBX2 es necesario para la especificacion de neuronas DA en el BO.

Como esperabamos la delecion de Pbx] mediante TH-ires-CRE produce animales via-
bles. Nuestro analisis del BO muestra un descenso dramatico en el nimero de células
DA (determinado por las células TH positivas). Por el contrario, mutantes para PBX2 no
muestran defectos de identidad en el BO (en las poblaciones TH, CR o CB), ademés el fe-
notipo de los dobles mutantes PBX1,PBX?2 es similar al de mutantes simples para PBX1,
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por tanto, al igual que habiamos visto en nuestro andlisis embrionario de ratones Nestin-CRE,
PBX2 no parece tener efectos compensatorios ni redundantes con PBX1 en este contexto.

Nuestros resultados sugieren que PBX1 tiene un papel en la diferenciacion DA del BO y
dados los distintos patrones de expresion que muestran las isoformas de Pbx/ quisimos
analizar si este papel era especifico de isoforma o no.

Ambas isoformas se expresan en neuroblastos inmaduros pero s6lo la expresion de PBX1a
se mantiene en neuronas DA maduras. Se ha descrito que muchos de los factores necesa-
rios para diferenciacion tardia se requieren también de forma continuada para mantener
la identidad celular (Deneris et al., 2014). Nuestros experimentos de rescate con PBX1a
y PBX1b muestran que es la isoforma PBX1a la que tiene un papel en diferenciacion DA
coincidiendo con su expresion continuada en estas neuronas. Seria interesante estudiar en
un futuro si PBX1a interacciona de forma especifica con otros factores de transcripcion
(por ejemplo si PBX1a interacciona con ER81 y esta interaccion esta mediada por el do-
minio especifico de PBX1a no presente en PBX1b).

De manera complementaria, nuestros experimentos de sobreexpresion de PBX1a median-
te electroporaciones muestran que este factor es suficiente para inducir diferenciacion
DA en ciertos contextos celulares. En estos experimentos PBX1b también es capaz de
incrementar el numero de células electroporadas TH+ y una posible explicacion seria que
al sobreexpresar el factor en niveles altos, junto con la presencia de niveles endégenos de
PBX1a resulte suficiente para inducir la diferenciacion DA.

Finalmente, quisimos analizar si el papel de PBX1 en la expresion del gen Th podria ser
directo. Técnicamente no nos ha sido posible realizar experimentos de ChIP con anticuer-
pos especificos de isoforma, por tanto no podemos distinguir si la unién que analizamos
es de PBX1a, PBX1b o ambos.

Nuestros experimentos muestran que PBX1 se une al menos a dos regiones reguladoras
del gen Th (una a - 3.5 Kb y otra a -250 bp). Recientemente se ha publicado el mismo
resultado en referencia al sitio distal (Grebbin et al., 2016), esta region coincide con una
zona de union para MEIS2, un co-factor clasico de PBX y que también es necesario para
la diferenciacion da del BO (Agoston et al., 2014). Por otra parte, el nuevo sitio que
hemos determinado, de unién de PBX1 a la zona proximal de Th coincide con un sitio
de union para el factor ER81, el cual es también necesario para la diferenciacion DA
(Brouwer et al., 2007).

Por tanto parece que PBX1a podria unirse de forma amplia a las secuencias reguladoras
activas de los genes selectores de las neuronas DA del BO. Seria interesante, en el futuro
determinar el perfil de unién de PBX1a en las neuronas DA el bulbo asi como el perfil de
secuencias reguladoras activas en estas células para conocer mejor como ejerce PBX1a
su funcion.

Nuestros datos muestran el papel clave de PBX1 (probablemente PBX1a) en la expresion
del gen Th. Sin embargo, en general los factores de transcripcion no regulan un tnico gen
sino que tienen varias dianas, ademas, segtin el modelo de FT selectores terminales, estos
regulan de forma global la expresion de genes efectores de una célula (Hobert, 2011).
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De hecho, CEH-20, el homologo en C.elegans de PBX, es necesario para la expresion no
s6lo del gen Th sino también de otros genes de la via de sintesis de dopamina (como el
transportador Dat, el transportador de vesicular Vmat o las enzimas GTPciclo hidrolasa
y dopamina decarboxilasa). Seria importante establecer si la ausencia de PBX1 afecta
la expresion de estos genes en las neuronas DA del BO. Desafortunadamente no existen
buenos anticuerpos para estas proteinas, actualmente estamos analizando defectos de ex-
presion mediante hibridacion in situ. Estos resultados nos permitirdn establecer si PBX1
tiene un papel mas amplio en diferenciacion DA que no se limita al gen 7h.

La delecion tardia de Pbx1 no produce muerte neuronal.

Recientemente se ha publicado que la delecion en neuroblastos migradores de Pbx/ pro-
duce la muerte de estas células (Grebbin et al., 2016). Por tanto, quisimos estimar que
sucedia con las células PBX1 mutantes en la cepa Pbx1""; TH-ires-Cre donde la delecion
del gen se produce de forma mas tardia.

En primer lugar realizamos inyecciones de BrdU para marcar una cohorte de células y
analizamos su presencia a los 44 dias (tiempo suficiente para que las células lleguen al
BO y maduren a neuronas DA). Nuestros resultados muestran que el nimero de células
totales BrdU es similar en controles y mutantes y sugieren que la falta de PBX1 no pro-
duce muerte neuronal en el linaje DA. Como era de esperar, si observamos una reduccion
en el porcentaje de células BrdU/TH positivas, apoyando de nuevo el papel de PBX1 en
especificacion DA.

Las inyecciones de BrdU marcan todas la células que se generan en la SVZ en el momen-
to de las inyecciones y no solo el linaje DA. Por tanto, para tener un andlisis mas fino de
nuestro fenotipo, nos servimos del alelo RCE que marca de forma permanente las células
mutantes mediante la expresion de GFP.

Confirmando lo observado en los ensayos con inyecciones de BrdU, tampoco se detecta-
ron diferencias en el nimero de células GFP+ entre controles y mutantes demostrando de
manera directa, que las células mutantes para PBX1 permanecian en la PGL. Del mismo
modo que en el experimento anterior, como era de esperar, la proporcion TH/GFP del
total de células positivas para GFP disminuy6 en mutantes.

En resumen, estos resultados contrastan con una publicacion previa en el que la delecion
de PbxI en neuroblastos migradores produce muerte neuronal. Asi pues, PBX1 podria te-
ner funciones pro-superviciencia en estadios tempranos (quizas mediados por la isoforma
PBX1b que estd expresada en estos estadios y no en neuronas maduras) mientras que en
neuronas en diferenciacion tardia o ya diferenciadas la accion de PBX1 no seria necesaria
para la supervivencia pero si para dirigir o mantener la identidad celular.
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PBX1 no es necesario para establecer la identidad GABAergica de las células DA.

Las interneuronas DA del BO tienen la capacidad de usar como neurotransmisor tanto DA
como GABA, por tanto son interneuronas GABAérgicas y dopaminérgicas. La capacidad
de sintetizar GABA les viene dada por la expresion del gen acido glutamico descarboxi-
lasa (GAD). Existen dos genes Gad (Gadl o Gad67 y Gad2 o Gad65) aproximadamente
el 85% de las dopaminérgicas del BO expresan GAD67 (Parrish-Aungst et al. 2007). Por
tanto, una misma neurona expresa tanto los genes efectores de la via de la DA como los
genes efectores GABAérgicos.

En este trabajo hemos analizado si PBX1 tiene un papel exclusivo en diferenciacion DA
o si por el contrario también afecta otras caracteristicas de estas c€lulas. Para ello hemos
determinado la expresion de GADG67 en células del linaje DA mutantes para PBX1.

Nuestros resultados muestran que PBX1 no es necesario para la expresion de GAD67 y
por tanto sugieren que PBX1 es prescindible en la determinacion GABAergica. Curiosa-
mente, no solo no vemos defectos de expresion de GAD67 en las células mutantes sino
que su expresion podria estar regulada al alza en los mutantes sugiriendo un papel repre-
sor de PBX1 en la expresion de este gen.

La ausencia de PBX1 induce la expresion de genes efectores de otros linajes.

Las interneuronas GABAérgicas de la capa periglomerular comprenden tres poblaciones
no solapantes (DA, CR y CB). Para nuestra sorpresa, hemos observado que células del
linaje DA mutantes para PBX1 expresan de forma ectopica el gen Cr o el gen Cb. Aunque
este fenotipo ocurre en un porcentaje relativamente bajo (aproximadamente un 10-15%)
es estadisticamente muy significativo.

Por otra parte, este bajo porcentaje indica que la mayor parte de las neuronas mutantes
para PBX1 permanecen en un estado indiferenciado o alternativamente podrian cambiar a
otro fenotipo aun por determinar. Finalmente, como el incremento CR/GFP y el CB/GFP
representa una minima parte del total de células CR y CB respectivamente, no se aprecia-
ron diferencias en el total de células CR y CB entre controles y mutantes.

Existen al menos dos escenarios que explican la expresion ectopica de genes efectores de
otros linajes en el linaje DA:

1) Por una parte PBX1 podria tener un papel dual e inducir de forma directa la identidad
DA (mediante su union a regiones reguladoras de Th y otros genes) asi como reprimir
también de forma directa la expresion de genes efectores de otros linajes (CR y CB por ejemplo).
Siesto es asi, y lo que se esta produciendo en el mutante PBX1 es una desrepresion global
de genes no DA y no tanto un cambio de destino celular es posible que no solo existan
células de expresion ectopica CR y CB sino que, existan c€lulas positivas para ambos
marcadores (algo que no ocurre nunca en controles). Actualmente estamos determinando
si, en efecto células mutantes PBX1 co- expresan CR y CB.
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2) Alternativamente, PBX1 podria por una parte inducir diferenciacion DA y a la vez
estar inhibiendo destinos alternativos mediante la represion de los factores de transcrip-
cion inductores de esas identidades (por ejemplo SP8 y ZIC1 inductores de identidad CR
asi como FOXP2 inductor de CB). De hecho, en la region del mesencéfalo, donde se ha
descrito recientemente que PBX1 regula la diferenciacion dopaminérgica, también se ha
observado la expresion ectdpica del factor de transcripcion ONECUT?2, que de forma
normal se expresa en una poblacion dorsal a las células DA (Villaescusa et al., 2016).

Actualmente estamos analizando si los FT responsables de la diferenciacion CR y CB,
(SP8, ZIC1, FOXP2) se expresan de forma ectopica en el bulbo olfatorio en células mu-
tantes para PBX1 y si la expresion ectopica de ONECUT? es especifica del mesencéfalo
o también se produce en el bulbo.

Aunque inicialmente se asigné un papel fundamental de los selectores terminales es la
activacion transcripcional de sus genes diana, en los ultimos afios se esta viendo que la
represion de programas genéticos alternativos es importante para acabar de definir el
transcriptoma activo de una célula. En C.elegans se ha descrito que, en la especificacion
de los distintos subtipos de motoneuronas colinérgicas, los selectores terminales actian
junto con otros FT y reprimen la expresion de los genes que no corresponden a su subtipo
especifico (Kerk et al.,2017).

También recientemente, el mismo grupo ha descrito que los selectores terminales indu-
cen, no se sabe si directa o indirectamente, la compactacion de la cromatina de los genes
que no pertenecen al programa genético controlado por esos selectores terminales para asi
silenciar su posible expresion (Patel et al., 2017).

En mamiferos también existen ejemplos del papel fundamental de la represion en el con-
trol del destino celular. La expresion combinada de Ascll, Brn2 y Mytll es capaz de re-
programar fibroblastos en neuronas. Recientemente se ha visto que aunque Ascll y Brn2
actian como activadores mientras que el papel principal de Myt11 es reprimir la expresion
de genes no neuronales (Mall et al., 2017). En la zona subventricular de las eminencias
ganglionares, Nkx2.1, factor fundamental en especificacion de las interneuronas, actia
como represor en la zona ventricular (Sandberg et al., 2016). Por otra parte, se ha suge-
rido que en la médula espinal los progenitores neuronales adquieren sus identidades por
represion de destinos alternativos mas que por induccion de un programa propio (Kute-
jovaetal.,2016).

En conclusion, parece que activacion y represion actuan conjuntamente en especificacion
neuronal con el fin ultimo de producir programas de transcripcion robustos. Nuestros
resultados apoyan esta idea y ademds sugieren que un mismo factor puede actuar si-
multdneamente como represor y activador. Serfa interesante en un futuro determinar qué
controla este doble papel de PBX1.
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PBX1 regula la expresion de factores de transcripcion necesarios para la diferencia-
ciéon DA del bulbo olfatorio.

A lo largo de estos ultimos afios, se han descrito varios factores de transcripcion nece-
sarios para la correcta generacion y/o especificacion de las neuronas dopaminérgicas del
BO como por ejemplo ER81, DLX2, PAX6, COUP-TF1 y MEIS2 (Agoston et al.,2014;
Bovetti et al.,2013; Brill et al., 2008; Flames et al., 2009; Ninkovic et al.,2010). Por ello,
quisimos investigar si alguno de los factores de transcripcion necesarios para la especifi-
cacion dopaminérgica tienen afectada su expresion en los mutantes condicionales para PBX1.

Nuestros resultados muestran que PBX1 se requiere (no sabemos si directa o indirecta-
mente) para la correcta expresion de COUP-TF1 y MEIS2, mientras que es dispensable
para la expresion de PAX6 y ER81. Curiosamente, la falta de PBX1 provoca un ligero au-
mento en la expresion de PBX2, aunque ese aumento no parece suficiente para compensar
el fenotipo dopaminérgico que causa la pérdida de PBX1.

En otros tejidos se ha descrito que la falta de un factor PBX promueve la expresion de
otros miembros de la familia, en el mesencéfalo por ejemplo, la falta de PBX1 es com-
pensada por la expresion de PBX3 (Villaescusa et al.,2016) .Sorprendentemente, nuestros
resultados también sugieren que la falta de PBX1 podria generar cambios importantes a
nivel no-autonomo celular ya que en la poblacion independiente al linaje dopaminérgico
se observo una disminucion en la expresion de MEIS2 asi como un aumento de células
PAX6 y PBX2.

Estos cambios en perfiles de expresion de FT en el linaje no DA no va acompafado de un
aumento en el numero de células en el BO (analizado por cuantificacion de DAPI) ni por
un aumento o disminucion de la otras poblaciones de IN mayoritarias el BO (CR y CB),
por tanto, aunque parece que hay reajustes importantes en las poblaciones residentes en
respuesta a la falta de PBX1, es dificil estimar cual es la consecuencia funcional de estos
reajustes. El efecto no autonomo celular de la delecion de FT estd muy poco estudiado,
aunque existen algunos precedentes: el FT inducible por hipoxia (HIF1) es capaz de in-
ducir proliferacion de forma no autonoma celular (Pugh et al., 2003), p53 puede actuar
de supresor de tumores también de forma no autonoma celular (Lujambio ez al., 2013),
finalmente, se ha descrito que el factor de la familia bZIP LCR-F1 es esencial en la forma-
cion del mesodermo pero que no actia de forma autonoma celular (Farmer S et al., 1997).

Seria interesante en el futuro explorar cudles son los mecanismos de la accion no auto-

noma celular de PBX1 en la especificacion del BO para entender mejor la comunicacion
existente entre distintos tipos de neuronas.
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Homologia profunda en el programa de especificacion Dopaminérgico.

La motivacion inicial de este proyecto de tesis era analizar si los factores PBX tienen un
papel conservado en diferenciacion terminal DA [ al igual que el observado en C.elegans
(Doitsidou et al., 2013)].

Nuestros resultados demuestran que los factores PBX, junto con DLL (DLX1/2 en rato-
nes, CEH-43 en C.elegans) y ETS (ER81 en ratén , AST-1 en C.elegans) son necesarios
para la especificacion terminal de las neuronas DA en ambos organismos. Esto sugiere
que el programa genético estd conservado y que por tanto existe homologia profunda
entre estos dos tipos neuronales. La homologia profunda es un concepto de la biologia
evolutiva que se aplica a estructuras que utilizan los mismo programas genéticos en su
especificacion, un ejemplo clasico de homologia profunda es el ojo de vertebrados e in-
vertebrados que requieren el factor de transcripcion Pax6 (H. Li et al., 1994).

Nuestros resultados muestran que las neuronas DA del bulbo en mamiferos y las DA de
C. elegans comparten homologia profunda. Como se ha explicado en la introduccién
otros FT tienen un papel en diferenciacion DA en mamiferos incluyendo PAX6, MEIS2
o COUP-TF1. En nuestro laboratorio hemos explorado la posibilidad de que homologos
de estos factores en C. elegans también participen en diferenciacion DA. Curiosamente
hemos visto que homologos de estos 3 factores (vab-3, unc-62 y unc-55 respectivamen-
te) se expresan en las neuronas DA de C.elegans y que son necesarios para su correcta
especificacion lo que sugiere que otros miembros del programa genético estan también
conservados (Angela Jimeno y Nuria Flames sin publicar).

Esta homologia podria deberse a que ambas poblaciones comparten un tipo celular ances-
tral, sin embargo, al no tener datos de otros grupos de animales (e.g moluscos o insectos)
otra explicacion posible es que ambas poblaciones neuronales comparten el programa
genético por convergencia.

El factor PBX1 es un regulador global de la identidad dopaminérgica en las distintas
subpoblaciones del cerebro.

Estudios recientes del laboratorio de Ernest Arenas han demostrado que PBX1, en con-
creto la isoforma 1a, también se expresa en la poblacion dopaminérgica del mesencéfalo
y que es necesario para la diferenciacion de esta poblacion (Villaescusa et al., 2016). Los
resultados de este trabajo tienen analogia con los nuestros: por una parte es la isoforma
la la que tiene un papel directo en la expresion del gen Th y la expresion de PBX1 en
neuronas DA del mesencéfalo se mantienen durante toda la vida del animal, al igual que
en el BO. Ademads, en el perfil de union de PBX1 al genoma observan que éste se une ma-
yoritariamente cerca de los sitios de inicio de la transcripcion lo que coincide con nuestra
observacion de union de PBX1 a 7h y al modelo de selectores terminales.

También observan que la falta de PBX1 induce expresion ectdpica de factores no propios
del linaje DA. Por tanto, parece que PBX1 es requerido tanto en mesencéfalo como en
bulbo para la especificacion DA. Sin embargo, el programa genético mesencefélico no
es igual al del bulbo, en el mesencéfalo se expresa PITX3 que es necesario para la dife-
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renciacion terminal DA mientras que DLX, PAX6 o ER81 no se expresen en esta region.
Por tanto PBX1 tendria un papel global en diferenciacion terminal DA pero ejerceria
dicha funcién acompanado de distintos cofactores dependiendo de la region. Seria inte-
resante determinar si PBX1 se expresa también en las neuronas DA del hipotalamo y si
también alli es necesario para la correcta especificacion DA.

En conclusion, el trabajo recogido en esta tesis muestra que, PBX1 junto con otros fac-
tores de transcripcion, participa en la regulacion de la diferenciacion y/o mantenimiento
del fenotipo dopaminérgico, mediante la union directa a las secuencias cis reguladoras
del gen Th asi como la regulacion de la expresion de otros factores de transcripcion que
también participan en la diferenciacion DA en el bulbo olfatorio de ratén. De esta forma,
nuestros resultados revelan una homologia profunda en el programa genético de especi-
ficacion dopaminérgico entre gusano y raton en el que PBX1a actuaria como homdlogo
funcional de CEH- 20 en C.elegans.
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A Figura D1: Modelo la la accién combinada del
codigo de factores de transcripcion que regulan
la diferenciaciéon DA del BO de ratén. En las neu-
ronas DA del BO, los FT MEIS2, PBX1a, COUP-
TF1, ER81 PAX6 y DLX2 participan en la regula-
cion de la transcripcion del gen Th y promueven la
supervivencia de la célula (PAX6). Las flechas de
trazo continuo representan unién directa del FT a
la regién promotora del gen y las flechas de trazo
discontinuo representan uniones aun por estudiar.
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Conclusiones

1. PBX1 pero no PBX2 es necesario para la diferenciacion y/o mantenimiento del fenoti-
po dopaminérgico embrionario y postnatal.

2. PBX2 no puede compensar la falta de PBX1 puesto que el doble mutante no incremen-
ta el fenotipo del mutante simple para PBX1.

3. Las células mutantes para PBX1 permanecen en el BO pero no llevan a cabo su correc-
ta diferenciacion a neurona DA.

4. Un pequefio porcentaje de las neuronas del linaje DA en mutantes para PBX1 expresa
ectopicamente CR y/o CB sugiriendo un cambio de destino celular o una de-represion
parcial de genes no pertenecientes al linaje DA.

5. Enel linaje DA, PBX1 es necesario para la expresion de MEIS2 y COUP-TF]1 pero no
para la expresion de ER81 y PAX6. Por otra parte, PBX1 reprime a PBX2.

6. La falta de PBX1 parece producir efectos no auténomos celulares en el linaje no dopa-
minérgico de la capa periglomerular del bulbo ya que disminuyen las células que expre-
san MEIS2 y ER81 e incrementan las células positivas para PAX6 y PBX2.

7. Electroporaciones in vivo de la CRE recombinasa en la SVZ de animales con el gen
Pbx1 flanqueado por secuencias LoxP demuestran que el fenotipo observado en el bulbo
olfatorio no es un efecto indirecto debido a defectos en la poblacion DA del mesencéfalo.

8. PBX1a pero no PBX1b rescata el fenotipo DA cuando se co-electropora con la CRE
recombinasa en la SVZ de animales PbxI floxeados.

9. La sobreexpresion de PBX1a y en menor medida de PBX1B incrementa el nimero
de células GFP+/TH+ en el BO, apoyando el papel de PBX1 en la differenciacion de las
neuronas DA.

10. PBX1 se une a regiones reguladoras del gen 7h lo que apoya el papel directo de este
FT en su transcripcion.

11. El programa genético de regulacién DA estd conservado entre nematodos y mami-
feros: ER81 (AST-1 en C.elegans), DLX2 (CEH-43 en C.elegans) y PBX1 (CEH-20 en
C.elegans). Lo que sugiere que existe homologia profunda en estos tipos celulares entre
estos dos organismos.
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Conclusions

1. PBX1 but not PBX2 is necessary for the differentiation and / or maintenance of the
embryonic and postnatal dopaminergic phenotype.

2. PBX2 can not compensate for the lack of PBX1 since the double mutant does not in-
crease the single PBX1 mutant phenotype.

3. PBX1 mutant cells remain in the OB but they are unable to properly differentiate into
a DA neuron.

4. A small percentage of the DA lineage neurons in mutants for PBX1 ectopically express
CR and / or CB suggesting a change in cell fate or a partial de-repression of genes not
belonging to the DA lineage.

5. In the DA lineage, PBX1 is required for MEIS2 and COUP-TF]1 expression but not for
ER81 and PAX6 expression. On the other hand, PBX1 represses PBX2.

6. The lack of PBX1 seems to produce non-cell autonomous effects in the non- dopa-
minergic lineage of the periglomerular layer of the bulb as cells expressing MEIS2 and
ER81 decrease and cells positive for PAX6 and PBX2 increase.

7. In vivo CRE recombinase electroporations in the SVZ in animals with the Pbx/ gene
flanked by LoxP sequences demonstrate that the phenotype observed in the olfactory bulb
is not indirectly due to defects in the DA population of the mesencephalon.

8. PBX1a but not PBX1b rescues the DA phenotype when is co-electroporated with CRE
recombinase in the SVZ of floxed Pbx/ animals.

9. Overexpression of PBX1A and to a lesser extent PBX1b increases the number of TH +
cells in the OB, supporting the role of PBX1 in the differentiation of DA neurons.

10. PBX1 binds to regulatory regions of the Th gene which supports a direct role in its
transcription.

11. The DA genetic regulatory program is conserved between nematodes and mammals:
ER81 (AST-1 in C.elegans), DLX2 (CEH-43 in C.elegans) and PBX1 (CEH-20 in
C. elegans). Suggesting that there is deep homology between these cell types in these two
organisms.
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