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ABREVIATURAS

ADb: anticuerpo (del inglés “antibody”)

ADN:: 4cido desoxiribonucleico

ADNC: 4cido desoxiribonucleico complementario
ARN:: 4cido ribonucleico

ARNI: 4cido ribonucleico interferente

ARNM: 4cido ribonucleico mensajero

BDNF: factor neurotréfico derivado del cerebro (del inglés “brain-derived neurotrophic

factor”)

bHLH: Dominio basico de unién a DNA del tipo hélice giro hélice (del inglés “basic helix

loop helix”)

BSA: Albumina de suero bovino (del inglés “bovine serum albumin”)
AMPc: adenosina monofosfato ciclica

Da: Dalton

EDTA: acido etilendiaminotetraacético

EGF: factor de crecimiento epidérmico (del inglés “epidermal growth factor”)
EGM: eminencia ganglionar media

ERK:: proteina quinasa regulada por sefiales extracelulares (del inglés “extracellular signal-

regulated kinase™)
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FAK:: quinasa asociada a las adhesiones focales (del inglés “focal adhesion kinase)

FBS: suero de ternera fetal (del inglés “fetal beef serum”)

FGF: factor de crecimiento fibroblastico (del inglés “fibroblast growth factor”)

GAP: proteina activadora de la actividad GTPasa (del inglés “GTPase activating protein”)

GDNF: factor neurotréfico derivado de células gliales (del inglés “glial-derived neurotrophic

growth factor”)
GDP: guanosina 5’-difosfato
g

GEF: factor intercambiador de nucledtidos de guanina (del inglés “guanine nucleotide

exchange factor”)

GFP: proteina verde fluorescente (del inglés “green fluorescent protein”)

GRK: quinasa de receptores acoplados a proteinas G (del inglés “G-protein receptor kinase”)
GTP: guanosina 5’-trifosfato

GPCR: Receptor acoplado a proteina G (del inglés “G-protein coupled receptor”)
HEPES: 4cido 4-(2-hidroxietil)-1-piperazina etanolsulfénico

HGF: factor de crecimiento hepatico (del inglés “hepatocyte growth factor”)

HPC: célula progenitora hematopoyética (del inglés “hematopoietic progenitor cell”)
ICAM-1: Molécula de adhesion intercelular 1 (del inglés “intercellular adhesion molecule
")

IL: Interleuquina

IP3: inositol-1, 4, 5- trifosfato

Jak: quinasa de la familia JANUS (del inglés “JANUS kinase”)

mAD: anticuerpo monoclonal (del inglés “monoclonal antibody™)

MAPK:: proteina quinasa activada por mitégenos (del inglés “Mitogen-activated protein

kinase™)
MCAO: oclusion de la arteria cerebral media (del inglés “middle cerebral artery occlusion”)
NPC: célula madre/progenitora neural (del inglés “neural stem/progenitor cell”)

Nrgl: neurregulina-1



NSC: célula madre neural (del inglés “neural stem cell”)

NT-4: neurotrofina-4

Abreviaturas

PAGE-SDS: electroforesis en geles de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes (del

inglés “polyacrilamide gel electrophoresis-sodium dodecyl sulfate”)
PC: placa cortical

PBS: tampén fosfato salino (del inglés “phosphate buffered saline”)

PCR Reaccion en cadena de la polimerasa (del inglés “Polymerase Chain Reaction”)
PIP2: fosfatidil inositol- 4, 5-disfosfato

PIP3Z fosfatidil inositol- 3, 4, 5-trisfosfato

PI3K: quinasa de fosfoinositidos 3 (del inglés “Phosphatidylinositol 3-kinases™)
PKA: proteina quinasa A

PKC: proteina quinasa C

PLC: Fosfolipasa C (del inglés “Phospholipase C”)

PMSF: fluoruro de fenilmetilsulfonilo (del inglés “phenylmethylsulfonyl fluoride’)
Ptx: Toxina pertiisica (del inglés “Pertussis toxin”)

QPCR: PCR cuantitativa (del inglés “quantitative PCR”)

REFEP: proteina roja fluorescente (del inglés “red fluorescent protein”)

RGS: proteinas reguladoras de la sefializacion de proteinas G (del inglés “regulators of

G-protein signaling”)
SH2: dominio de homologia 2 con Src quinasa (del inglés “Src homology domain 2”)
SH3: dominio de homologia 3 con Src quinasa (del inglés “Src homology domain 3”)

SHP: proteina tirosina fosfatasa con dominios SH2 dominio de homologia 2 con Src quinasa

(del inglés “SH2 containing tyrosine phophatase™)
ShRNA: ARN pequefio horquillado (de inglés “short hairpin RNA”)

Stat: factor activador de la transducciéon de sefiales y la transcripcion (del inglés “signal

transducers and activators of transcription”)

SOCS: supresores de la sefializacion por citoquinas (del inglés “suppresor of cytokine
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signaling”)
TBS: tampoén tris- salino (del inglés “tris-buffered saline”)

VCAM: Molécula de adhesion vascular (del inglés, “vascular cell adhesion

Molecule”)

VEGEF: factor de crecimiento vascular (del inglés “vascular endothelial growth factor”)
Whb: Western blot

Wt: genotipo silvestre (del inglés “wild type”)

Z.1: zona intermedia

ZM: zona marginal (del inglés “marginal zone”)

Z.SV: zona subventricular

7 V: Zona ventricular



AENIRAC T






ABSTRACT

During central nervous system (CNS) development, neural progenitor cells (NPC)
migrate from the neurogenic niches to the site at which they complete differentiation into
mature neurons and establish correct connections with other neurons. Some of these migratory
routes remain active during adulthood, when NPC migrate from the subventricular zone in the
lateral ventricles to the olfactory bulb. Moreover, after brain insult such as ischemic stroke,
NPC migrate specifically toward the lesion. These routes are regulated by a balance between
chemotactic and chemorepellent molecules. Among other chemokines, CXCL12 regulates
migration and localization of several NPC types during development, and its deficiency
provokes severe alterations in various CNS structures such as cerebellum, hippocampus and
cerebral cortex. During corticogenesis, NPC that arise in the middle ganglionic eminence
(MGE) migrate to the cortex, where CXCL12 has an important role in the maintenance of this
migratory route. Following ischemia, CXCL12 and other molecules are upregulated in the
periinfarct areas, acting as chemoattractants of NPC to the damage area.

Whereas CXCL12 signaling has been studied extensively in leukocytes, there are few
reports for NPC. As defective NPC migration induces severe disease in humans, the molecular
mechanisms that govern this process require further analysis to better understand these diseases
and develop new therapeutic strategies. Using a chemotaxis assay and a murine stroke model,
we observed that NPC migrated in response to CXCL12. We studied the molecular mechanism
of CXCL12-mediated NPC migration and found activation of the JAK/STAT (Janus kinase/
signal transducer and activator of transcription) pathway following CXCLI12 stimulation.
Chemotaxis assays using several JAK-deficient NPC nonetheless showed that at difference
from leukocytes, migration of these cells is not dependent on JAK activity.

In other experiments, we observed that PI3K (phosphatidylinositol 3-kinase) family
members participated in in vitro migration of NPC, which express mainly the class I PI3K
catalytic subunits pl110a and 3. Although CXCL12 activated pl110a and {3 in NPC, use of
isoform-specific inhibitors, combined with shRNA techniques, showed that only pl10f3
participated in CXCL12-mediated in vitro NPC migration. Using organotypic slice cultures to
determine the in vivo effect of p110f blockade on migrating NPC, we found that after treatment
with a p110B-specific inhibitor, NPC did not exit the MGE and thus did not migrate to the
cerebral cortex.
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We conclude that PI3K pl110f is activated specifically in NPC in response to CXCL12,
and its activity is necessary for the migration of cortical NPC that originate in the MGE during
corticogenesis.
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1.1.- Neurogénesis y Migracion Neuronal Durante el Desarrollo

Introduccion

Embrionario.

1.1.1.- Estructura de la corteza cerebral.

La corteza cerebral se encuentra en la parte dorsal del cerebro siendo la estructura
mas externa que recubre los hemisferios cerebrales. Dentro de la corteza se pueden distinguir
tres estructuras filogenéticamente diferentes: neocortex, paleocortex (nucleo olfatorio) y
arqueocortex (hipocampo). El neocortex es la estructura mas externa y moderna evolutivamente
hablando. Sus funciones estan relacionadas con: la percepcion sensorial, la generacion
de las 6rdenes motoras, la cognicion y el lenguaje (en humanos), de ahi que su tamafio se
relacione con el desarrollo de la capacidad cognitiva. En el neocortex, se pueden distinguir
seis laminas (nombradas de la I, la mas externa, a la VI, la mas interna). Las diferentes ldminas
estan compuestas por distintos tipos neuronales, aunque en general, un 80-90% son neuronas

excitadoras (también conocidas como piramidales o de proyeccion) mientras que el resto lo
A) B) Seccio6n Sagital

Encéfalo de ratdn adulto

@
Figura 1: Encéfalo de ratén adulto. A) Imagen de cerebro de ratén adulto. B) Esquema de la
seccion sagital de cerebro adulto equivalente a la linea discontinua (negro) mostrada en A).
C) Esquema de secciones coronales equivalentes a las lineas discontinuas (rojas) mostradas
en B). Las abreviaturas se corresponden con: bulbo olfatorio (OB), corteza cerebral (Ct),

cuerpo cayoso (CC), ventriculo lateral (VL), talamo (T), hipotalamo (Ht), area predptica
(APo), hipocampo (H), cerebelo (Cer), bulbo raquideo (BR), médula espinal (ME).
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componen neuronas inhibitorias (o interneuronas), que regulan la actividad de las primeras.

1.1.2.- Corticogénesis.

Durante el desarrollo, la migracién de precursores neuronales es critica para la
formacion de las distintas estructuras del Sistema Nervioso Central (SNC). En ocasiones, estos
precursores deben migrar grandes distancias desde la zona neurogénica donde se originaron,
en respuesta a un balance entre gradientes quimioatrayentes y quimiorepelentes en el medio
extracelular. Algunas de estas rutas de migracion son: la migracion tangencial de progenitores
de células granulares, desde el labio rombico hasta el cerebelo para formar la capa granular
externa (Sotelo, 2004); la migracion radial de las células granulares del cerebelo, desde la capa
granular externa hasta la capa granular interna (Tiveron and Cremer, 2008) y la migracion
tangencial de interneuronas, desde la eminencia ganglionar caudal hasta el bulbo olfatorio
(Kriegstein and Noctor, 2004; Marin and Rubenstein, 2001).

El origen de la corteza cerebral también depende de la migracion neuronal (Fig. 3A).
Las neuronas de la corteza cerebral nacen del epitelio pseudoestratificado que rodean los
ventriculos cerebrales conocido como zona ventricular (ZV) (Rakic and Goldman-Rakic,
1982) (Fig. 3). Antes del comienzo de la neurogénesis, todas las células progenitoras (NPC
del inglés “Neural stem progenitor cells”) se dividen de forma simétrica (Fig. 2) para producir
dos células hijas con las mismas caracteristicas que la célula madre inicial. Al comienzo de la
neurogénesis, algunas NPC se dividen de forma asimetrica (Fig. 2), formandose las primeras
neuronas. El porcentaje de células que sufren division asimétrica aumenta durante el desarrollo
hasta que al final de la neurogénesis, la mayoria de las NPC se dividen de forma simétrica,

dando lugar a dos células hijas determinadas para el linaje neuronal. Esta etapa final, produce

CARACTERISTICAS DE LA CELULA MADRE

CAPACIDAD DE AUTORRENOVACION CAPACIDAD DE DIFERENCIACION
Divisidon simétrica Division simétrica
X X
,l ‘S ,l ‘o
Célula Madre Célula Madre

Célula Madre Célula Madre Célula Madre Célula Progenitora

Figura 2: Caracteristicas de las células madre. A) Capacidad de autorrenovacion,
caracteristica que permite a las células madre el mantenimiento y/o amplificacién de su
poblacidn, sin que cambien sus caracteristicas, durante toda la vida adulta. Lo consiguen
mediante divisién simétrica donde una célula madre se divide en dos células madre idénticas
a la de partida. B) Capacidad de diferenciacion. Las células madre adultas se mantienen en
un estado indiferenciado que les confiere la propiedad de poder diferenciarse en distintos
tipos celulares, dentro de un mismo linaje, encargandose asi de la homeostasis tisular. Para
ello, la célula madre se divide asimétricamente dando lugar a dos células con caracteristicas
diferentes. Una, que mantiene las caracteristicas de célula madre, y otra que, aunque
inmadura, esta predeterminada a diferenciarse a un tipo celular especifico.
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una disminucion del nimero de NPC en la zona neurogénica, aunque una fraccidon permanecera
activa como NPC durante toda la vida adulta (Caviness and Takahashi, 1995; Merkle and

Alvarez-Buylla, 2006).

A) B)
Dorsal ) Corteza cerebral (E13,5)
subpalio -——
o Meninges
= S ZM
a - =
PC
- ZI
& ZSV
° v
= O ,
2 Ventriculo
a

- Neuronas piramidales

|:| Glia radial
|:| Interneuronas

|:| Neuronas de Cajal-Retzius

Figura 3: Corticogénesis. A) Esquema de las diferentes estructuras presentes en el cerebro de ratén durante el
desarrollo (E13,5). Seccion coronal de uno de los hemisferios. La linea de puntos marca la frontera entre el palio
(parte dorsal) y el subpalio (parte ventral). La zona neurogénica durante el desarrollo se encuentra en contacto
con la cavidad ventricular. En diferentes colores se muestran la zonas neurogénicas de distintos tipos neuronales
cuyo origen es poblar la corteza cerebral en desarrollo: ZSV dorsal (azul), origen de neuronas piramidales que
migran radialmente (flechas azules) a capas mas externas; EGM (naranja), origen de interneuronas que migran
tangencialmente (flechas naranjas) hacia la corteza y HEM cortical (verde), origen de las neuronas de Cajal-
Retzius, que migran tangencialmente por la ZM (flechas verdes). El recuadro rojo se muestra en mas detalle
en B). B) Esquema de migracion de distintos tipos neuronales por las distintas capas que forman la corteza
cerebral (aproximadamente a E13,5). Las neuronas piramidales (azul oscuro) se originan a partir de la glia radial
(azul claro) en la ZV dorsal. En estadios iniciales de su migracion adquieren una morfologia multipolar (ZSV).
Cuando alcanzan la ZI, las neuronas piramidales interaccionan con las fibras de la glia radial comenzando su
migracion radial hasta la PC donde completan su diferenciacion. Las interneuronas (naranja) invaden la corteza
cerebral desde el subpalio por laZMy la ZI/ZSV, para migrar, posteriormente, hasta la PC. Las neuronas de Cajal-
Retzius (verde) migran siguiendo la linea de las meninges invadiendo la ZM. Las flechas indican el sentido de la
migracion de cada uno de los tipos neuronales: piramidales (azul), interneuronas (naranja) y neuronas de Cajal-
Retzius (Verde). Abreviaturas: eminencia ganglionar media (EGM), zona ventricular (ZV), zona subventricular
(ZSV), zona intermedia (Zl), placa cortical (PC) y zona marginal (ZM).

Ventral

Aproximadamente a estadio E11 (dias de gestacion), la primera oleada de neuronas
originadas en la zona subventricular (ZSV) dorsal migra radialmente hacia la superficie pial
y constituir la preplaca. Las neuronas de la preplaca emiten sus axones formando la zona
intermedia (ZI). Aproximadamente a E13, se constituye la zona marginal (ZM), subyacente
a las meninges, debido a la llegada de las células de Cajal-Retzius, que migran tangencialmente
por la superficie pial desde el hem cortical (Bielle et al., 2005; Borrell and Marin, 2006;
Takiguchi-Hayashi et al., 2004) (Fig. 3B). La llegada de nuevas neuronas a la placa cortical
(PC) hace que ésta vaya engrosando a lo largo del desarrollo. Las nuevas neuronas se posicionan
en distintas capas dentro de la PC, lo que viene determinado por la edad de nacimiento de
las neuronas. Es un proceso de laminacion de dentro a fuera, ya que las neuronas nuevas,
atraviesan la capa de neuronas formada previamente, para posicionarse delante de ésta y justo
debajo de la ZM (Fig. 3B). Asi se forman las laminas de la II a la VI de la corteza cerebral

del raton adulto (Marin and Rubenstein, 2003). Es decir, las primeras neuronas formaran las
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capas mas profundas de la corteza cerebral. Se sabe que, las sefiales que especifican para cada
capa, asi como la competencia de las neuronas generadas para responder a tales sefiales va

modificandose durante el desarrollo (Kriegstein and Noctor, 2004).

Las células que van poblando la PC durante el desarrollo son fundamentalmente
neuronas piramidales e interneuronas. Ambos tipos neuronales se originan en lugares diferentes
y, por tanto, siguen rutas de migracion distintas hasta la PC. Las neuronas piramidales siguen
una ruta de migracion radial desde la ZV dorsal (Fig. 3B). Sin embargo, las interneuronas se
originan en la eminencia ganglionar media (EGM), en el subpalio, y migran tangencialmente
largas distancias hasta la PC (Fig. 3A, B).

1.1.3.- Modos de migracion neuronal.
1.1.3.1.- Migracion radial: neuronas piramidales.

En la ZV dorsal del telencéfalo se encuentra la glia radial, células progenitoras
caracterizadas por presentar el soma en la pared de la cavidad ventricular, emitiendo largas
proyecciones hacia la superficie pial (Fig. 3B, azul claro). Estas proyecciones se mantienen
durante el desarrollo, alargandose segin aumenta de grosor la corteza cerebral. La glia radial
origina los precursores de neuronas piramidales que migran hacia la superficie pial haciendo

uso de las fibras de la glia radial.

La observacién microscopica de cultivos organotipicos ha desvelado el comportamiento de las
neuronas durante su migracion radial. A su paso por la ZSV, las neuronas piramidales sufren
abruptos cambios de polaridad y morfologia que provocan cambios de direccion y velocidad
(LoTurco and Bai, 2006; Marin et al., 2006) (Fig. 3B, azul oscuro). Es posible que en los
estadios iniciales las neuronas exploren sus alrededores en busca de sefiales de guia. Una vez
alcanzada la IZ, las neuronas piramidales adquieren morfologia bipolar, iniciando su migracion

hacia la PC en asociacion con las fibras de la glia radial (Fig. 3B, azul oscuro).

Se han observado dos modos de migracion radial diferentes: migracion por translocacion del
soma y migracion por locomocion (Ayala et al., 2007). En el primer modo, la neurona emite una
proyeccion de membrana larga que crece hasta anclarse en la superficie pial, a continuacion, se
produce el desplazamiento del nucleo. En el segundo modo, las neuronas emiten un frente de
avance, relativamente estable durante la migracion, de menor longitud y sin ramificaciones. Es
frecuente observar que una misma célula cambia de un modo de migracion a otro, por ejemplo,
las neuronas en locomocion, suelen cambiar a traslocacion del soma en las ultimas etapas de su

migracion (Nadarajah et al., 2001).
1.1.3.2.- Migracion tangencial.
Se denomina migracion tangencial, cuando la direccion del movimiento de los

precursores es ortogonal al plano de las fibras de la glia radial. Este tipo de migracion

es caracteristico de precursores de interneuronas (también conocidas como neuronas
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GABA¢érgicas). Las interneuronas, se originan en las eminencias ganglionares, situadas en el
subpalio del cerebro en desarrollo. Se conocen dos rutas tangenciales principales que parten de
las eminencias ganglionares. La primera, lo hace desde la EGM hacia la corteza y el hipocampo
(Fig. 3A), la segunda, parte de la eminencia ganglionar lateral hasta el bulbo olfatorio. Esta
ultima se mantiene a lo largo de la vida adulta del raton y se conoce como ruta de migracion
rostral (Kriegstein and Noctor, 2004; Marin and Rubenstein, 2001).

En estadios muy tempranos del desarrollo, las interneuronas originadas en la EGM migran
hacia la corteza invadiendo ésta por la ZM (Fig. 3B, rojo). En la mitad de la gestacion, entre
E12,5 y E14,5, las interneuronas empiezan a invadir la corteza también por la ZSV y la parte
baja de la ZI (Fig. 3B, rojo). Finalmente, estas células cambian a migracion radial, lo que les

permite invadir la PC y completar alli su diferenciacion.

A diferencia de las neuronas piramidales, las interneuronas poseen un frente de avance
ramificado (Martini et al., 2009). Estas ramificaciones son dindmicas y se estabilizan o contraen
en funcion de la direccion que siga la célula. Tanto la frecuencia como la orientacion en la que se
formara la nueva ramificacion, depende de las sefiales extracelulares que se vaya encontrando la
célula en su recorrido. Una vez estabilizada la nueva rama, se produce la retraccion de la rama
antigua para volver a empezar el ciclo. Este modo de migracion le permite a la interneurona
cambiar de direccion rapidamente sin tener que reorientar las ramas existentes (Martini et al.,
2009).

Se ha visto que un nimero elevado de interneuronas (40%) cuando llegan a la corteza
migran hacia la ZSV antes de migrar radialmente hacia la PC (Kriegstein and Noctor, 2004;
Nadarajah et al., 2002). Ademas, las neuronas piramidales e interneuronas que pueblan una
misma capa, nacen a la vez en sus correspondientes zonas germinales. Es posible que, de ese
modo, las interneuronas se encuentren en la ZSV con las neuronas piramidales, coordinandose

la migracion radial de ambos tipos neuronales (Ayala et al., 2007).

1.1.4.- Eventos celulares involucrados en la migracion neuronal.

De manera general, en ambos modos de migracion, la neurona en migracion extiende
una neurita que va a formar el frente de avance. Este, cambia de morfologia, se contrae y se
extiende para explorar el medio, hasta que se estabiliza y se produce el desplazamiento del
nucleo, nucleoquinesis, a través de la neurita principal que va seguido de la retraccion de la

parte trasera.

El cono de crecimiento es una estructura localizada en la parte delantera del frente
de avance y estd compuesto por filamentos de actina con gran actividad de filopodios y
lamelipodio. Siguiendo al cono de crecimiento, se encuentra un haz de abundantes microtubulos

que estabilizan el frente de avance (Dehmelt and Halpain, 2004) (Fig. 4B).
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En la mayoria de los tipos celulares estudiados, la nucleoquinesis tiene lugar en una
serie de pasos, que se repiten de manera ciclica. Primero, se produce el ensanchamiento del
frente de avance en la parte proximal al nucleo (Fig. 4A, centro), debido al movimiento del
centrosoma y el aparato de Golgi. A continuacion, se produce el desplazamiento del nicleo
hasta llegar a la posicion alcanzada por el centrosoma (Fig. 4A, abajo), utilizando para ello el
sistema de microtubulos que lo rodean (Higginbotham and Gleeson, 2007; Tsai and Gleeson,
2005). En el proceso, se coordinan el citoesqueleto de actina y el de microtubulos, tanto
en el desplazamiento del centrosoma por el frente de avance (Tsai et al., 2007) como en la

traslocacion del nucleo y la retraccion de la parte trasera (Bellion et al., 2005; Schaar and

A) Nucleoquinesis B) Cono de crecimiento Figura 4: Migracién neuronal. Esquema
! de los eventos que tienen lugar durante el

i _ proceso de migracion. A) La nucleoquinesis,
filopodios tiene lugar a saltos, con momentos de pausa
y de movimiento que se repiten ciclicamente.
Primero, se produce el ensanchamiento
de la neurita principal, de la parte mas
préxima al ndcleo, por el desplazamiento
del centrosoma (rojo) y aparato de Golgi
(naranja). Una vez se para el centrosoma, se
produce el desplazamiento del nucleo por
el ensanchamiento generado en la neurita
lamelipodio principal hasta alcanzar el centrosoma. En la
nucleoquinésis se coordinan el citoesqueleto

—_— de microtubulos (fibras negras) con la
actividad contractil de fibras de actomiosina (amarillo). La linea discontinua muestra la posicion inicial del
nucleo. La flecha roja representa el sentido del desplazamiento. B) En el frente de avance se encuentra el cono
de crecimiento. Estructura que sirve para explorar el ambiente y dirigir el movimiento celular. Normalmente
estd compuesto por un lamelipodio y filopodios como consecuencia de la polimerizacidn de actina (fibras rojas).

McConnell, 2005).
1.1.5.- Migracioén y enfermedad.

Las malformaciones del desarrollo cortical son un grupo heterogéneo de patologias
caracterizadas por una corteza cerebral estructuralmente anormal. Se conocen como displasias
corticales y normalmente son consecuencia de mutaciones genéticas, aunque también pueden
ser producidas por infecciones prenatales, isquemia o exposicion a toxicos. Las causas pueden
deberse a defectos en la proliferacion de progenitores y/o en la migracion de precursores.

Por ejemplo, mutaciones en tubulinas a y  producen, en humanos, lisencefalia (ausencia
de circunvoluciones en la corteza), paquigiria (ensanchamiento y aplanamiento de las
circunvoluciones) y polimicrogiria (excesivas circunvoluciones, con surcos de poca profundidad

y una estructura anormal de las capas de la corteza) (Jaglin et al., 2009; Keays et al., 2007).
Mutaciones en la proteina doblecortina (Dcx) producen el sindrome de la doble corteza

o heterotopia sucortical en banda, que se caracteriza por la acumulacion periventricular de un

gran nimero de neuronas que han fallado en su migracion durante el desarrollo (Manent et al.,

2009).

Algunas evidencias muestran que la pérdida del balance entre sefiales de excitacion
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e inhibicion en circuitos especificos del cerebro, como consecuencia de una migracion
defectuosa, son responsables de los sintomas observados en varios desoérdenes psiquidtricos
(Di Cristo, 2007) como, por ejemplo, esquizofrenia (Duan et al., 2007; Kamiya et al., 2005),

ansiedad o depresion (Riccio et al., 2009).
1.1.6.- Sefales extracelulares implicadas en migracion neuronal.

Laregulacion de las rutas de migracion de precursores neuronales durante el desarrollo
es compleja debido al elevado numero de estructuras y al alto grado de organizacion que
presenta el SNC. La migracion de precursores desde la zona neurogénica hasta la posicion final
esta regulada por una serie de factores quimioatrayentes y quimiorepelentes que se encuentran

en el medio extracelular.
1.1.6.1.- Factores que regulan la migracion radial.

Los factores de crecimiento de la familia de las neurotrofinas BDNF (del inglés
“brain derived neurotrophic factor”) y NT4 (del inglés “neurotrophin”) se expresan en la PC
e inducen la migracion de NPC in vitro (Behar et al., 1997). Ademas, la expresion ectopica in
vivo de estos factores produce, como consecuencia, alteraciones en la estructura laminar de
la corteza (Ringstedt et al., 1998). El raton deficiente en Erbl, que reconoce EGF (del inglés
“epidermal growth factor”) y TGF a (del inglés “transforming growth factor”) expresados en
la PC (Kornblum et al., 1997; Nakagawa et al., 1998), muestra acumulacion de NPC en la ZSV,
debido a fallo en la migracion radial de neuronas de proyeccion (Threadgill et al., 1995). La
proteina Reelin, expresada por las neuronas de Cajal-Retzius en la ZM, es muy importante para
la correcta laminacion en la corteza cerebral, sobre todo, de las capas mas externas (Rice and
Curran, 2001; Valiente and Marin, 2010).

1.1.6.2.- Factores que regulan la migracion tangencial.

La migracion de interneuronas hacia el palio estd regulada por la actividad
quimiorepelente del area predptica (en la parte mas ventral), debido a un factor quimiorepelente
aun si identificar, que evita que invadan regiones ventrales para dirigirse hacia la corteza
(Marin et al., 2003; Marin and Rubenstein, 2003). Las interneuronas corticales, que expresan
los receptores de semaforinas, neuropilina-1 y -2, van a evitar la invasion del estriado en
su migraciéon dorsal, debido a la expresion de Semaforina 3A y 3F en dicha area (Marin and
Rubenstein, 2001).

También se han descrito factores que actian como estimuladores de la migracion y
quimioatrayentes en la regulacion de la migracion tangencial. HGF se expresa en el subpalio
y tiene un papel importante en la migracion hacia la corteza (Powell et al., 2001). El raton
deficiente en el receptor de neurregulina 1 (Nrgl), ErbB4, muestra defecto en la llegada de
interneuronas a la corteza (Flames et al., 2004). Nrgl se expresa de dos formas en el subpalio:
como proteina anclada a la membrana, que establece un corredor por el cual las interneuronas

migran hacia la corteza, y en forma soluble, estableciendo un gradiente quimiotactico que dirige
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las interneuronas hacia el palio (Flames et al., 2004). Otras de las moléculas que muestran ser
potentes quimioatrayentes de interneuronas in vitro es CXCL12 (Li et al., 2008; Stumm et al.,
2003). Ademas, los ratones deficientes en CXCL12 muestran defectos en la laminacion de

interneuronas iz vivo (Stumm et al., 2003).
1.1.7.- CXCL12 en el desarrollo de la corteza cerebral.

La corteza se forma por la llegada de distintos tipos neuronales y CXCL12 juega un
papel muy importante en la regulacion y mantenimiento de estas rutas de migracion, ya sea de

manera directa o indirecta.
1.1.7.1.- Expresion de CXCL12 durante el desarrollo de la corteza cerebral.

Durante el desarrollo de la corteza cerebral en roedores, CXCLI2 se expresa
principalmente en las meninges y en la ZSV/ZI. En las meninges se expresa muy temprano por
los meningocitos que constituyen una fuente de CXCL12 durante todo el desarrollo (Daniel
et al., 2005; Tham et al., 2001; Tissir et al., 2004; Tiveron et al., 2006). En la ZSV cortical,
CXCL12 lo expresan los progenitores (Tiveron et al., 2000) a partir de E12,5 en el borde palio/
subpalio, extendiéndose mediodorsalmente hasta alcanzar el hipocampo en formacion (Daniel
et al., 2005; Stumm et al., 2007; Tiveron et al., 2006).

1.1.7.2.- Neuronas de Cajal-Retzius.

Las células de Cajal-Retzius son un tipo neuronal transitorio que se localiza en la
ZM. Estas células juegan un papel crucial en corticogénesis, ya que expresan Reelin, proteina
quimioatrayente que regula la migracion radial de neuronas piramidales desde la ZSV dorsal
(Soriano and Del Rio, 2005).

A estadio E11,5, las células de Cajal-Retzius, que se originan en el hem cortical,
colonizan la ZM en una ruta de migracion dorso-ventral que sigue la linea de las meninges
(Fig. 3A, B, verde). E1 CXCL12, expresado por las meninges, juega un papel importante tanto
en el mantenimiento de esta ruta (Borrell and Marin, 2006) como en restringir la localizacion
de las células de Cajal-Retzius a la ZM, una vez han completado su migracion (Paredes et al.,
2000).

1.1.7.3.- Interneuronas Corticales.

Las interneuronas migran desde la EGM invadiendo la corteza cerebral, primero, por
la ZM y después, lo hacen también por la ZSV (Fig. 3A, B, rojo), evitando la entrada en la
PC en estadios tempranos. Esta distribucion coincide con el patron de expresion de CXCL12
a nivel de ARNm en la corteza cerebral en desarrollo (Stumm et al., 2003; Tiveron et al.,
2006). Experimentos in vivo e in vitro muestran que CXCL12 es un potente quimioatrayente
de interneuronas (Li et al., 2008; Lopez-Bendito et al., 2008; Stumm et al., 2003). Ratones
deficientes en CXCL12 o cualquiera de sus receptores (CXCR4 y CXCR7) muestran la

36 Neurogénesis y Migracion Neuronal Durante el Desarrollo Embrionario



invasion prematura de la PC por parte de las interneuronas (Lopez-Bendito et al., 2008;
Sanchez-Alcaniz et al., 2011; Stumm et al., 2003; Wang et al., 2011). Por otro lado, que los
ratones deficientes no muestren una disminucion en el nimero de células que llegan a la corteza
desde el subpalio, apoya la existencia de otra/s proteina/s que actlian como quimioatrayentes
mediando la migracion tangencial (Lu et al., 2001). En estadios tardios, las interneuronas se
vuelven insensibles al CXCL12 y cambian de migracion tangencial a radial para invadir la
PC y diferenciarse. El hecho de que la expresion de CXCL12 se mantenga hasta tarde en el
desarrollo y que las interneuronas no pierdan la expresion de CXCR4 (Stumm et al., 2007;
Stumm et al., 2003; Tham et al., 2001; Tiveron et al., 2006), induce a pensar que alguna otra

molécula, atin por identificar en la PC, medie en esta desensibilizacion.
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1.2.- Neurogénesis y Migracion Neuronal en el Adulto en
Condiciones Fisiopatolégicas

1.2.1- Neurogénesis en el Adulto.
1.2.1.1.- Descubrimiento del nicho neurogénico.

Como consecuencia del proceso natural de envejecimiento, se produce una pérdida
de neuronas en el SNC. Cuando la pérdida neuronal es importante, puede llegar a afectar al
correcto funcionamiento del cerebro. Este es, por ejemplo, el caso de la disminucién en la
capacidad cognitiva asociada al envejecimiento. Determinadas situaciones patologicas pueden
acelerar la perdida neuronal y, como consecuencia, provocar la aparicion temprana de los

sintomas que ello conlleva.

Durante la primera mitad del siglo pasado, se creia que la generacion de neuronas,
a partir de progenitores, tenia lugar solo durante el desarrollo embrionario y en estadios
perinatales. Sin embargo, a finales de los afios 50, algunos estudios ya mostraban evidencias de
proliferacion en la ZSV de los ventriculos laterales en raton adulto (Messier et al., 1958) (Fig.
5A), que originaba la formacion de nuevas neuronas en el giro dentado del hipocampo (Fig. 1B,
C) y en el bulbo olfatorio (Fig. 1B) (Altman and Das, 1965a, b). El aislamiento y crecimiento
in vitro de células con caracteristicas de célula madre, autorenovaciéon y multipotencia,
demostro, definitivamente, la existencia de neurogénesis en el adulto (Reynolds and Weiss,
1992; Richards et al., 1992). Aunque el aislamiento de NPC permitia la conexion entre la
proliferacion observada en ZSV y la aparicion de nuevas neuronas en el bulbo olfatorio, todavia
se desconocia la identidad de las auténticas células madre neurales (NSC del inglés “neural

stem cell) en el nicho neurogénico de ZSV.
1.2.1.2.- Descripcion del nicho neurogénico.

Se define como nicho neurogénico el microambiente que rodea e interacciona con las
NSC, que es imprescindible para su mantenimiento y correcta funcion. En el cerebro adulto

existen dos regiones neurogénicas activas: la zona ventricular y subventricular (ZV-ZSV) de

los ventriculos laterales (Fig. 5A) y la ZSG del giro dentado del hipocampo. El nicho de la ZV-
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Figura 5: El nicho neurogénico de la ZV-ZSV de los ventriculos laterales. A) Seccion coronal de cerebro de ratén
adulto. En azul se muestra uno de los ventriculos laterales. B) Una de las zonas neurogénicamente activas en
el adulto es la ZV-ZSV de los ventriculos laterales. En este nicho se pueden encontrar diferentes tipos celulares
que van a regular el comportamiento de las NSC (azul). Las NSC se encuentran, intercaladas con las células
ependimales, en contacto con la cavidad ventricular por un unico cilio. Las células ependimales son células
epiteliales que recubren los ventriculos separando el parénquima cerebral de fluido cefaloraquideo. Las células
progenitoras (verde), de alta tasa proliferativa, forman agregados de células asociadas con las NSC, vasos
sanguineos y los neuroblastos. Los neuroblastos (marrén) forman cadenas de células en migracion, utilizando

los vasos sanguineos (rojo) como guia para su migracion.

ZSV se compone de distintos tipos celulares organizados de una manera estratificada (figura
5B) (Doetsch et al., 1997):

Células de tipo E (células ependimales): Son células epiteliales, sin capacidad proliferativa,

que constituyen la pared de los ventriculos y presentan numerosos cilios motrices (Del Bigio,
1995) (Fig . 5B).

Células de tipo B (NSC): En condiciones normales se encuentran en estado quiescente y tienen

caracteristicas similares a los astrocitos (Doetsch et al., 1999). Se encuentran adyacentes o
intercaladas a la capa de células de tipo E. Estan intimamente asociadas entre si y en contacto
con el liquido cefalorraquideo de la cavidad ventricular por medio de un unico cilio no motriz.
También estan en contacto directo con la lamina basal de los vasos sanguineos adyacentes a la
ZSV (Shen et al., 2008; Tavazoie et al., 2008) (Fig . 5B).

Células de tipo C: Son la descendencia directa de las células de tipo B. A diferencia de éstas,

presentan una elevada tasa proliferativa, por lo que se las conoce también como células
amplificadoras transitorias. Se encuentran en la ZSV, formando agrupaciones de células
cerca de los vasos sanguineos y manteniendo contacto con las células de tipo B. Son células
multipotentes, pero con linaje mas restringido y capacidad de autorrenovacion discutida (Fig
. 5B).
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Células de tipo A: Son precursores neuronales o neuroblastos. Son descendencia de las células

de tipo C. Aunque tienen capacidad proliferativa, son neuronas inmaduras y, por tanto, de linaje

determinado. Las células de tipo A forman cadenas de células en migracion rostral (Fig . 5B).

Células endoteliales: En la ZSV hay también una extensa red de vasos sanguineos que, a

diferencia de lo que ocurre en el resto del SNC, presentan regiones sin astrocitos por donde las
células de tipo B y C contactan directamente con la membrana basal de los vasos (Shen et al.,
2008; Tavazoie et al., 2008), permitiendo asi el acceso a factores importantes para la regulacion
de la proliferacion de NPC (Fig . 5B).

1.2.1.3.- Migracion neuronal en situaciones fisioldgicas: Ruta de migracion rostral.

El bulbo olfatorio (Fig. 1 A, B) tiene como funcion procesar la informacion que proviene
de las células sensoriales olfativas y enviarla a la corteza olfativa para su procesamiento final.
Al bulbo olfatorio llegan un gran nimero de neuroblastos desde la ZSV a través de la ruta de
migracion rostral, necesarios para la elevada tasa de recambio diaria (1%) de las interneuronas

que lo forman (Gheusi et al., 2000).

Los neuroblastos forman una red de cadenas de células en migracion por toda la
superficie del ZSV (Lois and Alvarez-Buylla, 1994), utilizando como guia los vasos sanguineos
adyacentes (Whitman et al., 2009). La presencia de CXCL12 secretado por las células
endoteliales, incrementa la motilidad de los neuroblastos en la ZSV (Kokovay et al., 2010). En
la direccionalidad intervienen, ademas, proteinas quimiorepelentes Slit-1 y Slit-2 (Hu, 1999;
Hu et al., 1996; Wu et al., 1999). Una vez en la parte frontal de los ventriculos, las cadenas
de neuroblastos convergen para formar una unica cadena de células, conocida como ruta de
migracion rostral, que abandona los ventriculos para dirigirse hacia el bulbo olfatorio (Altman
and Das, 1965b) (Pelicula 1, Anexo I). A lo largo de su recorrido, la ruta de migracion rostral
esta rodeada por una vaina de astrocitos (tubo glial) que aisla los neuroblastos en migracion
del parenquima cerebral. Aunque no se conoce ningun gradiente quimiotactico especifico que
dirija la migracion hacia el bulbo olfatorio, se sabe que la expresion de PSA-NCAM en los
neuroblastos, asi como la expresion de proteinas de la familia de las netrinas y efrinas, juegan
un papel importante en la migracion rostral (Marin and Rubenstein, 2003 ). Una vez alcanzan el
bulbo olfatorio, los neuroblastos migran de forma radial a las distintas capas del bulbo olfatorio

donde se diferencian en distintos tipos de interneuronas.
1.2.1.4.-Potenciales funciones de la neurogénesis en el adulto.

Un buen numero de evidencias indica que la neurogénesis en el adulto es esencial para
la correcta funcion del bulbo olfatorio y del hipocampo. Las neuronas de reciente formacion,
una vez han formado sinapsis, muestran hiperexcitabilidad y elevada plasticidad sinaptica
que podria conferirles ventajas en cuanto al procesamiento de informacion respecto neuronas
mas viejas (Ming and Song, 2011). Estudios de electrofisiologia en secciones de hipocampo,
muestran falta de respuesta en el giro dentado cuando se impide la neurogénesis (Snyder et al.,

2001), defectos que se reflejan también en estudios de comportamiento (Aimone et al., 2011).
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1.2.2.- Migracion neuronal en situaciones patoldgicas.
1.2.2.1- Isquemia cerebral.

La isquemia cerebral es la disminucion del aporte energético al cerebro como
consecuencia de la disminucién del flujo sanguineo y se origina por bloqueo de una arteria
cerebral (isquemia focal) o como consecuencia de una parada cardiaca (isquemia global). En
una isquemia global, se produce la pérdida de conciencia en segundos tras la parada cardiaca.
Si la isquemia persiste por un tiempo de 5 min, comienza a producirse muerte celular (infarto).
El infarto cerebral es una de las principales causas de muerte o discapacidad en humanos vy,
desafortunadamente, el Unico tratamiento efectivo es el restablecimiento del flujo sanguineo
(Rossi et al., 2007).

A) Normoxia B) Anoxia

Cadena respiratoria Cadena respiratoria

(72

Membrana plasmatica polarizada Membrana plasmatica despolarizada

Figura 6: Eventos moleculares que tienen lugar en la célula tras la isquemia. A) En condiciones de normoxia y
presencia de nutrientes, las células obtienen energia a partir de la cadena respiratoria y de la glucdlisis. Asi, gran
parte del ATP obtenido es utilizado para el mantenimiento de los gradientes idnicos que producen la polarizacion
de la membrana plasmatica. Ademas, los gradientes idnicos sirven para mantener una baja concentracion
exterior de neurotransmisores evitando la activacién de sus receptores en la membrana plasmatica. B) La caida
de los niveles de O,y glucosa en la isquemia producen una abrupta caida de los niveles de ATP intracelulares
que se asocia a la pérdida de los gradientes idnicos y despolarizacion de la membrana. Como consecuencia, se
produce la apertura de los canales de Ca?* dependientes de voltaje y la entrada de Ca?* al citoplasma. El Ca?* va a
estimular la secrecién de neurotransmisores (Glutamato, morado) que al unirse a su correspondiente receptor
activan canales de Ca?* dependientes de ligando, produciéndose una nueva entrada de Ca*. De esta manera, se
produce un ciclo de retroalimentacion positiva que provoca la muerte celular por excitotoxicidad. Ademas, la
ausencia de O, como Ultimo aceptor de electrones en la cadena respiratoria provoca la formacién de radicales
libres que dafian las estructuras celulares. Por otro lado, las condiciones anaerdbias fuerzan a la transformacion
del piruvato, obtenido en la glucdlisis, en lactato, lo que conlleva la acidificaciéon del medio, afectando a la
actividad de numerosos procesos celulares.

La falta de O, provoca una disminucion brusca de los niveles de ATP en la c¢lula
afectada (Silveretal., 1997) (Fig. 6B). Ademas, la falta de O, como Gltimo aceptor de electrones
en la cadena respiratoria, hace que se generen de manera transitoria radicales libres que agravan
la situacion (Abramov et al., 2007). En estas condiciones de anoxia, la glucélisis provoca la
reduccion del pH intracelular por la reduccion del piruvato a lactato (Silver et al., 1997) (Fig.
6B). En minutos, tras la isquemia, como consecuencia de la caida de los niveles de ATP, se
produce: la pérdida de los gradientes i6nicos, la despolarizacidén de la membrana plasmatica y el

fallo del transportador de glutamato, con lo que éste se acumula en el espacio extracelular (Fig.
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6B). El glutamato activa los receptores de NMDA en la superficie de las células, promoviendo
una mayor despolarizacion de la membrana, una mayor pérdida de los gradientes idnicos y
un aumento del Ca?* intracelular que promueve la liberacion de mas glutamato al espacio
extracelular (Fig. 6B). Finalmente, se produce la muerte por excitotoxicidad de neuronas y

oligodendrocitos, primero, y de astrocitos, posteriormente (Arundine and Tymianski, 2004;

Nicholls et al., 2007).
%onexién neuronal

‘ Leucocitos

Tejido Sano Tejido tras isquemia

Astrocitos

o

%  Quimioatrayente
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Figura 7: Respuesta inflamatoria como consecuencia de la isquemia. La isquemia afecta seriamente a la
viabilidad de las neuronas (muy sensibles) y al correcto funcionamiento del astrocitos y microglia. Minutos tras
la isquemia se activan una serie de procesos que van a desencadenar la repuesta inmune. La isquemia produce
la activacion de los astrocitos y la microglia que comienzan a secretar IL-1B y TNF-a. Estos actores acttan de
manera autocrina y paracrina: en el endotelio, estimulando la secrecién de moléculas quimioatrayentes y la
expresion de moléculas de adhesion en el lumen; y en neuronas, disminuyendo su viabilidad. Los leucocitos
del torrente sanguineo se adhieren a la superficie interna de los vasos sanguineos en respuesta a gradientes
quimioatrayentes y se extravasan. Una vez en el parénquima cerebral, secretan metaloproteasas, que afectan
a la integridad de la membrana basal y la barrera hematoencefalica, incrementando la permeabilidad de los
vasos sanguineos en la zona dafiada, ademas de comprometer la viabilidad neuronal.

En los alrededores del nticleo de la isquemia (zona de penumbra), el bloqueo del flujo
sanguineo no es total (Lipton, 1999). En esta zona se producen una serie de despolarizaciones
transitorias que pueden evolucionar a una despolarizacion terminal, produciéndose la expansion
del infarto, o a la recuperacion de los gradientes i6nicos y estabilizacion, dependiendo de la

duracion de la isquemia (Nedergaard and Hansen, 1993).
1.2.2.2- Isquemia e inflamacion.

Poco después de producirse la isquemia, en la zona anoxica se activan las células de
la microglia y los astrocitos, que junto con las neuronas y células del endotelio capilar, liberan
citoquinas proinflamatorias y quimioquinas al medio extracelular (Fig. 7). A tiempos cortos,
tras la isquemia, comienzan a expresarse IL-1B, TNF-a e IL-6, cuya expresion aumenta en
las siguientes horas (Buttini et al., 1994; Liu et al., 1994; Liu et al., 1993; Zhang et al., 1998).
Estas citoquinas pro-inflamatorias estimulan la expresion de determinadas quimioquinas en
astrocitos y en células de la microglia: CCL2 (Gourmala et al., 1997; Kim et al., 1995), CCL3
(Gourmala et al., 1999; Kim et al., 1995), CXCL8 (Matsumoto T, 1997; Matsumoto et al.,
1997) y CXCL12 (Stumm et al., 2002).
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Los vasos sanguineos muestran también una serie de cambios en respuesta a la
isquemia focal. Por un lado, disminuyen las proteinas que constituyen la lamina basal, por la
disminucion de su sintesis (Hamann et al., 1995) y por el aumento de su degradacion (Chang
etal., 2003) (Fig. 7), que produce un aumento de la permeabilidad de los vasos y formacion de
edema en la region isquémica (Heo et al., 2005). Las citoquinas liberadas inducen un aumento
de los niveles de moléculas de adhesion en la cara luminal de las células endoteliales como
P-selectina (Pinsky et al., 1996), ICAM-1, ICAM-2 y VCAM-1 (Frijns and Kappelle, 2002),
que junto con las quimioquinas, median la adhesion y extravasacion de leucocitos (sobre todo
neutréfilos y monocitos) al parenquima cerebral (Garcia et al., 1994) (Fig. 7). La acumulacion
de neutrofilos en los vasos sanguineos puede llegar a bloquearlos, impidiendo la reperfusion
tras la isquemia, lo que puede agravarse alin mas por la activacion de la agregacion plaquetaria
(Zhang et al., 1994). Una vez en el parénquima, los leucocitos secretan al medio extracelular
metaloproteasas, aumentando el dafio a la barrera hematoencefalica (Justicia et al., 2003), y

producen radicales libres que comprometen la viabilidad de las células en la zona de la lesion.

Ademas de iniciar la cascada inflamatoria, los astrocitos también desempefian funciones
neuroprotectoras importantes, como la retirada de glutamato del medio extracelular (Rothstein
et al., 1996), la proteccion al estrés oxidativo (Shih et al., 2003), la reparacion de la barrera
hematoencefalica, la reduccion de edema en la lesion y la recuperacion del balance i6nico
(Zador et al., 2009). Parte de estas funciones neuroprotectoras se producen por la formacion
de una barrera fisica de astrocitos (cicatriz glial) que aisla la region dafiada del tejido sano

evitando la propagacion de la lesion y favoreciendo la regeneracion (Sofroniew, 2009).

1.2.2.3- Neurogénesis e isquemia cerebral.

El descubrimiento de la neurogénesis en el cerebro adulto suscitéd la idea de que en
el SNC, al igual que ocurre en otros tejidos, se dieran también procesos de regeneracion y
reemplazamiento celular en situaciones patologicas. Tras un dafio agudo como el que supone
un infarto cerebral, se estimula la proliferacion de NPC en el nicho neurogénico (Arvidsson
etal., 2002; Jin et al., 2001). Ademas, tras la isquemia, se produce la activacion de otros tipos
celulares, como células ependimales (Carlen et al., 2009) u otros tipos de NPC dispersos en la
corteza cerebral (Ohira et al., 2010).

El incremento de neuroblastos en la ZV-ZSV se mantiene por un tiempo prolongado
para proporcionar neuronas para la recuperacion del tejido dafiado (Thored et al., 2006). Tras la
isquemia, los neuroblastos abandonan su ruta de migracion fisioldgica, hacia el bulbo olfatorio,
para dirigirse hacia la lesion (Arvidsson et al., 2002; Thored et al., 2006), formando cadenas de
células en migracion asociadas con los vasos sanguineos (Thored et al., 2007; Yamashita et al.,
2006; Zhang et al., 2009). Una vez en la lesion, los neuroblastos prosiguen con su programa de
diferenciacion dando lugar a los tipos neuronales tipicos de la region dafiada y se integran en

los circuitos neuronales existentes (Arvidsson et al., 2002; Thored et al., 2006).
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1.2.2.4- Recuperacion y Transplante de NPC.

La pérdida neuronal tras un infarto focal es muy grande, pero, en muchos casos,
los pacientes sobreviven y experimentan una recuperacion funcional espontanea (Murphy
and Corbett, 2009). Aunque en modelos animales se ha observado la formacion de nuevas
neuronas a partir de precursores endogenos en la zona dafiada (Arvidsson et al., 2002; Thored
et al., 20006), se sabe que el reemplazamiento es muy inferior al nimero de neuronas perdidas.
Por tanto, la recuperacion funcional observada se debe a mecanismos de compensacion y
plasticidad sinaptica de los circuitos existentes en las regiones no dafiadas cercanas al infarto
(Murphy and Corbett, 2009). Por ello, se especula si la terapia celular puede potenciar estos

mecanismos (Bliss et al., 2007).

El transplante de NPC y de otros tipos de células madre, como terapia en medicina
regenerativa tras el infarto, muestra, en la mayoria de los estudios en modelos animales, una
mejoria en la recuperacion funcional tras el transplante (Bacigaluppi et al., 2008; Bliss et al.,
2007). Ademas, en ensayos clinicos en humanos, aunque realizados con grupos reducidos de
pacientes, se observan efectos beneficiosos de la terapia celular en el tratamiento del infarto
cerebral (Kondziolka et al., 2005; Kondziolka et al., 2000; Meltzer et al., 2001; Nelson et al.,
2002; Savitz et al., 2005). Se han propuesto varios mecanismos que explican estos efectos
beneficiosos: 1) Mecanismo neuroprotector: En muchos estudios se ha visto una reduccion
significativa del tamafio de la lesion tras el transplante y también una reduccion de la apoptosis
en zona de la penumbra. Esto podria deberse a que las células transplantadas secreten factores
neuroprotectores como VEGF (del inglés “vascular endothelial growth factor”), FGF (del inglés
“fibroblast growth factor”), GDNF (del inglés “glial-derived growth factor”) o BDNF (del
inglés “brain-derived growth factor”) (Llado et al., 2004; Ourednik et al., 2002). 2) Promover
plasticidad neuronal: Aunque este efecto ha sido demostrado solo en el caso de epilepsia
(Shetty et al., 2005). 3) Neovascularizacion: En los primeros dias, tras isquemia, tiene lugar una
intensa reorganizacion de vasos sanguineos y se asocia con buena prognosis en la evolucion
del infarto. El transplante de células madre de la médula 6sea y NPC, tras el infarto, favorece
significativamente estos procesos, posiblemente por la secrecion de factores angiogénicos
como VEGF y CXCL12 (Jiang et al., 2005; Shen et al., 2006). 4) Inmunomodulaciéon: NPC
transplantadas disminuyen la inflamacion secretando al medio factores anti-inflamatorios.
Hasta ahora, este efecto ha sido demostrado s6lo en modelos murinos de encefalomielitis

alérgica experimental (Bacigaluppi et al., 2009; Pluchino et al., 2005).
1.2.2.5- CXCL12 y migracion de NPC en isquemia.

Muchos estudios demuestran el reclutamiento de NPC y de otros tipos de progenitores
a los alrededores del area infartada (Arvidsson et al., 2002; Thored et al., 2006; Thored et al.,
2007; Yamashita et al., 2006), sugiriendo que en el ambiente inflamatorio que tiene lugar tras la
isquemia, se secretan sustancias quimioatrayentes que, ademas de atraer leucocitos, participan
también en el reclutamiento de NPC. Tras la hipoxia, el factor de transcripcion inducido
por hipoxia (HIF-1a, del inglés “hipoxic induced factor”) se une al promotor de CXCL12

incrementando su expresion (Ceradini et al., 2004). Técnicas de hibridacion in situ, ELISA,
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inmunofluorescencia y RT-PCR confirman la expresion de CXCL12 en la zona que rodea al
infarto (Bacigaluppi et al., 2009; Imitola et al., 2004; Schonemeier et al., 2008a; Stumm et
al., 2002; Thored et al., 2006). Puesto que las NPC expresan CXCR4, es muy probable que
CXCL12 regule la migracion de NPC a la zona infartada.

En experimentos in vitro, las NPC migran hacia el infarto en ensayos con explantes de tejido
que han sufrido isquemia (Imitola et al., 2004; Robin et al., 2006) de manera dependiente de
CXCL12, ya que el tratamiento con un anticuerpo monoclonal (mAb, del inglés “monoclonal
antibody) bloqueante de CXCR4 impide el proceso. En experimentos in vivo, la inyeccion
intraventricular de AMD3100 (inhibidor especifico de CXCR4) muestra una clara acumulacion
de NPC endogenos en la ZSV y una reduccidn significativa del nimero de células encontradas
en el area infartada en comparacion con los ratones control (Thored et al., 2006). NPC
transplantadas en el zona periventricular, tanto del hemisferio contralateral como del ipsilateral,
migran hacia la lesion en respuesta al CXCL12 expresado por los astrocitos en el aréa del

infarto (Imitola et al., 2004).
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1.3.- Quimioquinas: Citoquinas Quimioatrayentes

1.3.1.- CXCL12 y sus receptores.

Las quimioquinas son pequefias proteinas (8 kDa) con propiedades quimioatrayentes
que actlian a través de receptores con siete dominios transmembrana acoplados a proteinas G
heterotriméricas (GPCR, del inglés “G protein couple receptors”). Aunque originalmente fueron
descritas por su capacidad de atraer a células del sistema inmunoldgico al foco inflamatorio, su
funcion no esta soélo restringida a dicho sistema. A diferencia de las quimioquinas inflamatorias
(inducibles), las quimioquinas homeostaticas se expresan en gran variedad de tejidos de forma
constitutiva regulando, por ejemplo, la localizacion, la proliferacion y la supervivencia celular.
Un ejemplo de quimioquina homeostatica seria CXCL12, de la que existen varias isoformas,
tres isoformas en ratdén (Janowski, 2009; Stumm et al., 2007; Torres and Ramirez, 2009). La
isoforma mas abundante es la de 89 aa también conocida como factor derivado de estroma
(SDF-10, del inglés “stromal cell-derived factor”), debido a que se aisld por primera vez a
partir de una linea de células de estroma de raton (Tashiro et al., 1993). Ademas de su amplia
distribucidn en el organismo y su expresion constitutiva, la localizacién cromosémica del gen
indica también que la funcion de CXCL12 es distinta a la de otras quimioquinas. Mientras los
genes de la mayoria de las quimioquinas estan agrupados en los cromosomas 4q y 17q (en
humano) sugiriendo una regulacion conjunta de estos genes ante una situacion inflamatoria,
el gen que codifica para CXCL12 se encuentra aislado en el cromosoma 10q (Shirozu et al.,
1995).

En la actualidad, se conocen dos receptores especificos de CXCL12, CXCR4 (Bleul et
al., 1996; Oberlin et al., 1996) y CXCR7 (Balabanian et al., 2005). Mientras que CXCR4 une
exclusivamente esta quimioquina, CXCR7 une CXCL11 y CXCL12. La unién de CXCL12 a
CXCR4 desencadena en la célula la activacion de varias cascadas de sefializacion tipicas de
quimioquinas. Sin embargo, CXCR7 se describid inicialmente como un receptor silencioso,
proponiéndose que su accidn seria regular la actividad de CXCR4 por varios mecanismos.
El primero, seria la de capturar CXCL12 del medio extracelular, regulando asi la cantidad de
CXCL12 disponible para interaccionar con CXCR4 (Boldajipour et al., 2008). Por otro lado,

CXCR7y CXCR4 forman complejos heterodiméricos en la membrana celular. En este sentido,
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el complejo modifica la respuesta final de la célula tras la estimulacion con CXCL12 (Levoye
et al., 2009). Ademas, hoy sabemos que CXCR?7 sefializa por mecanismos diferentes a los de
CXCR4 (Rajagopal et al., 2010; Xiao et al., 2010).

Mientras que el raton deficiente en CXCR7 presenta alteraciones en la generacion de las
valvulas cardiacas, el fenotipo del raton deficiente en CXCR4 es muy similar al deficiente en su
ligando, CXCL12. Esta mutacion produce la muerte en estadios perinatales, mostrando varios
defectos en el desarrollo: linfopoyésis de linfocitos B impedida (Ma et al., 1998; Nagasawa
et al., 1996; Tachibana et al., 1998; Zou et al., 1998), defecto en mielopoyesis en la médula
osea (Ma et al., 1998; Nagasawa et al., 1996; Tachibana et al., 1998; Zou et al., 1998), en la
formacion del septum ventricular (Nagasawa et al., 1996; Tachibana et al., 1998; Zou et al.,
1998), en la vascularizacion del tracto intestinal (Tachibana et al., 1998), en la laminacion del
cerebelo (Ma et al., 1998; Zou et al., 1998) y de la corteza cerebral (Stumm et al., 2003).

1.3.2.- Sefializacion por quimioquinas.
1.3.2.1- Proteinas G heterotriméricas.

Las proteinas G heterotriméricas inician los mecanismos de transduccién de
senales dependientes de GPCR. Las proteinas G heterotriméricas estan constituidas por tres
subunidades diferentes: subunidad o, subunidad 3 y subunidad y. Las subunidades f§ y y forman
un heterodimero anclado a la membrana plasmatica por la subunidad y. La subunidad o tiene
afinidad por nucleotidos de guanosina. Cuando a se encuentra unido a GDP, interacciona con el
dimero By permaneciendo el complejo inactivo. La unién del ligando al receptor promueve un
cambio conformacional en el receptor que permite la interaccion con la proteina G facilitando
el intercambio de GDP por GTP en la subunidad a (Fig. 8). Esto, permite la disociacion del
complejo trimérico, dando lugar a dos unidades sefializadoras activas: la proteina a-GTP y

el dimero Py. La vuelta al estado inactivo se debe a la capacidad GTPasa intrinseca de la

Figura 8: Sefalizacion por
quimioquinas. La unién de
la quimioquina al receptor
favorece el intercambio de
GDP por GTP en las proteinas
G heterotriméricas. De
esta manera, se produce la
disociacion del complejo
trimérico en dos unidades
sefializadoras:  Ga, y el
dimero Py. Los receptores
de quimioquinas activan
principalmente la proteina
Ga,, cuya funcién es inhibir la
adenilato ciclasa vy, por tanto,
la sintesis de AMPc. El dimero
By puede, a su vez, activar
N P . > ., distintas rutas de sefializacion

Regulacion génica Migracion y adhesion como PI3K, MAPK y PLC-B que
van a regular, a corto plazo, la migracidn y la adhesion celular y, a largo plazo, la regulacion génica. Ademas de
las rutas clasicas de sefializacion de GPCR, los receptores de quimioquinas activan quinasas de la familia JANUS
(Jak), induciendo la fosforilacion de los factores de transcripcion Stat necesaria para su translocacion al nucleo
donde regularan la expresion de determinados genes.
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subunidad a que, tras hidrolizar el GTP, vuelve a interaccionar con el dimero fy (Alberts et al.,
2002) (Fig. 8). La actividad GTPasa de la subunidad a es lenta, pero puede ser estimulada por
las proteinas reguladoras de la sefializacion de proteinas G (RGS, del inglés “regulator of G
protein signaling”) (Hollinger and Hepler, 2002).

La senalizacion mediada por CXCR4, al igual que por el resto de receptores de
quimioquinas (Damaj et al., 1996; Frade et al., 1997; Mellado et al., 1998; Rodriguez-Frade et
al., 1999), es sensible al tratamiento con toxina pertusica (Ptx, del inglés “Pertussis toxin”) que
produce la ADP ribosilacion de G,, impidiendo la interaccion con el receptor y permaneciendo
irreversiblemente unida a GDP y, por tanto, inactiva (Alberts et al., 2002). Ademas de G,
G, 6G,, (Wrightetal., 2002),

lo que podria indicar que la especificidad proteina G-receptor es dependiente del tipo celular o

CXCR4 activa alternativamente otras proteinas G como Gq, G,

de los factores extracelulares que afectan al estado de la célula (Arai and Charo, 1996).

1.3.2.2.- Activacion de la ruta Jak/Stat (Janus kinase/ Signal transducer and activator of

transcription).

Losreceptores de citoquinas se encuentran formando dimeros en la superficie celular y no
poseen actividad enzimatica intrinseca. En su cara citoplasmatica, presentan constitutivamente
asociadas las proteinas de la familia JANUS quinasa, que tienen actividad tirosina quinasa.
La unién de la citoquina a su receptor promueve la fosforilacion cruzada de las proteinas Jak,
adquiriendo su maxima actividad (Fig. 8). La fosforilacion del receptor forma sitios de anclaje
para los factores de transcripcion de la familia Stat, que tienen dominios de homologia con Src
2 (SH2, del inglés “Src homology 2”) de alta afinidad por tirosinas fosforiladas, haciéndoles
accesibles a la El a la actividad tirosina quinasa de los Jak (Fig. 8). Los Stat fosforilados forman
complejos diméricos (Shuai et al., 1996), que se traslocan al niicleo para regular la expresion
génica (Horvath et al., 1995; Shuai et al., 1994; Xu et al., 1996) (Fig. 8).

La activacion de la ruta JANUS quinasa se ha relacionado también con los receptores
de quimioquinas (Mellado et al., 1998; Soriano et al., 2003; Vila-Coro et al., 1999; Wong
and Fish, 2003) produciéndose de manera semejante a como ocurre en la sefalizacion por
citoquinas (Mellado et al., 1998; Vila-Coro et al., 1999). A diferencia de lo que ocurre en
receptores de citoquinas, la asociacion de las Jak al receptor de quimioquinas no es constitutiva
y requiere de la activacion previa del receptor por el ligando. Sin embargo, el hecho de que los
receptores de quimioquinas formen complejos oligoméricos (Babcock et al., 2003; Mufioz et
al.,2011; Vila-Coro et al., 1999), sugiere que el mecanismo de activacion de la ruta Jak/Stat sea
semejante a como ocurre en el caso de las citoquinas. La activacion de los Jak por receptores
de quimioquinas es necesaria para la activacion de rutas de sefalizacion de GPCR candnicas,
como la activacion de las proteinas G heterotriméricas (Soriano et al., 2003) responsables de la

iniciacion del resto de eventos caracteristicos de la sefializacion por quimioquinas.
Tras un estimulo externo, la célula ha de tener mecanismos reguladores que finalicen

las rutas iniciadas, de manera que la célula pueda volver a la situacion inicial. La ruta Jak/

Stat puede ser inactivada, por impedimento de la actividad transcripcional de los Stat, por las
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proteinas PIAS (del inglés “Protein inhibitor of activated Stat”) (Arora et al., 2003; Chung
et al., 1997; Liu et al., 2001; Liu et al., 1998); por desforforilacion de las Jak debido a la
actividad de proteinas tirosina fosfatasas de la familia SHP (del inglés “SH2-containing protein
tyrosine phophatase”) (David et al., 1995; Neel, 1993; Pei et al., 1994) y por la expresion de
proteinas supresoras de la sefializacion por citoquinas (SOCS, del inglés “Supresor of cytokine
signaling”), que bloquean la actividad de los Jak y, ademas, los marcan para su degradacion
(Fujimoto and Naka, 2003; Hilton et al., 1998; Kamura et al., 2001; Kamura et al., 1998; Starr
et al., 1997; Yoshimura, 2005; Zhang et al., 1999).

1.3.2.3.- Activacion de MAPK (mitogen-activated protein kinase).

Es una familia de serin/treonina quinasas utilizada por gran variedad de receptores para
transmitir las sefiales extracelulares al interior celular de: hormonas, factores de crecimiento,
citoquinas y quimioquinas. Su funcién principal es la de regular la expresion génica, asi como
la actividad de algunas enzimas, participando en proliferacion, diferenciacion y apoptosis
(Cahill et al., 1996).

Las MAPK se dividen en tres subfamilias: Erk (del inglés “extracellular signal-
regulated kinases™), JNK (del inglés “c-Jun N-terminal kinase”) y p38MAPK (Farooq and
Zhou, 2004). Todas deben ser fosforiladas en una treonina y una tirosina en el motivo T-X-Y,
para estar en estado activo (Goldsmith et al., 2004) por una cascada de quinasas especifica de

cada subfamilia.

La activacion de MAPK por quimioquinas (Fig. 8) ha sido descrita en varios sistemas
celulares. Por ejemplo, CXCL12 activa Erk-1/2 en linfocitos B y T (Balabanian et al., 2005;
Schabath et al., 2006) y también en células tumorales (Peng et al., 2005; Schabath et al., 2006).
En neutroéfilos, el tratamiento con Ptx bloquea la activacion de la cascada de las MAPK activada
por quimioquinas, indicando que el proceso es dependiente de la proteina G, en concreto, del
dimero Py (Crespo et al., 1994; Koch et al., 1994).

1.3.2.4.- Proteinas lipasas y movilizacion de Ca?* intracelular.

La migracion celular promovida por quimioquinas requiere un aumento transitorio de
los niveles citosolicos de Ca?* para regular la funcion de varias proteinas motoras. La liberacion
del dimero Py de la proteina G heterotrimérica mediada por el receptor de quimioquinas activa,
entre otras dianas, a proteina lipasa C § (PLCP) (Fig. 8), que hidroliza fosfatidil inositol-
4,5-bisfosfato para dar diacilglicerol (DAG) e inositol-1,4,5-trisfosfato (IP,). EI DAG, por su
naturaleza lipidica, recluta a la membrana plasmatica y activa a varios miembros de la familia
de las PKC. Por otro lado, IP, difunde por el citosol y abre en el reticulo endoplasmatico los
canales de Ca®* dependientes de IP, (Alberts et al., 2002) (Fig. 8).

1.3.1.5.- Desensibilizacion, internalizacion y reciclaje de GPCR.

Tras la union ligando-receptor, se inician mecanismos intracelulares que hacen que
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receptores libres en lamembrana plasmatica se vuelvaninsensibles al ligando (desensibilizacion).
Los mecanismos de desensibilizacion requieren la fosforilacion en serinas/treoninas del
extremo carboxilo terminal del GPCR mediada por GRK (desensibilizacion homoéloga)
o PKA/PKC (desensibilizacion heterologa). Esto permite la interaccion de proteinas de la
familia de las arrestinas con los GPCR, impidiendo la unién de la proteina G y promoviendo su
internalizacion via vesiculas de clatrina. Una vez en el compartimento endosomal, los GPCR
pueden reciclarse volviendo a la membrana plasmatica o ir a lisosomas para su degradacion
(Alberts et al., 2002).
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1.4.- Sefalizacion Via Fosfatidilinositol 3-Quinasa

1.4.1.- Clasificacion.

Las enzimas de la familia fosfatidilinositol 3-quinasas (PI3K, del inglés
“phosphoinositide 3-kinase”) fosforilan el grupo hidroxilo de la posicion 3 del anillo de
inositol de fosfatidilinositoles. La familia de las PI3K se clasifica en clases I, I y Il en funcion
de caracteristicas estructurales y de la preferencia por el substrato. Asi se forman tres especies
distintas de fosfatidilinositol-3-fostato: fosfatidilinositol-3-fostato (PIP), PI-3,4-bisfosfato
(PIP,)y PI-3,4,5-trisfosato (PIP,). La fosforilacion de estos lipidos en la membrana plasmatica
permite el reclutamiento y activacion de multiples proteinas. Entres ellas, con dominios de
homologia con la plecstrina (dominios PH, Pleckstrin homology domain), con dominios PX
(phox homology domain, PX domain) y con dominios FIVE. Las diferentes PI3K participan
en muchos procesos celulares, progresion del ciclo celular, crecimiento celular, supervivencia,

migracion y trafico vesicular (Vanhaesebroeck et al., 2010). Sin embargo, la participacion de

PI3K de clase |
Subunidad catalitica Subunidad reguladora
Unién Unién . " Unidn
085 Ras C2 Helicoidal Catalitico SH3 BH SH2 0110 SH2

Clase IA B HED - - OHED (HE—
(p110a, p110B y p1108) (p85a y p85B)
o
(p55a, p50a y p55y)
Clase IB — () () S OO 2 N 2 G - R G GO O
(p110v) (p101y p87)

Figura 9: PI3K de clase I. Las PI3K son dimeros constitutivos formados por una subunidad catalitica (p110,
cuatro isoformas distintas) y una reguladora (siete isoformas distintas). La secuencia de las cuatro isoformas
cataliticas estan muy conservadas y presentan todas ellas una serie de dominios estructurales comunes: el
dominio catalitico, el dominio helicoidal, el dominio C2 y el dominio de unidn a Ras. La clase | de la familia de
las PI3K se subdivide en clase IAy IB en funcidon del tipo de subunidad reguladora con la que interacciona. Todas
las subunidades cataliticas de clase IA poseen un dominio de unién a subunidades reguladoras del tipo de p85,
mientras que p110y (clase IB) carece de este dominio y, por tanto, interacciona con otro tipo de subunidades
reguladoras diferentes. Todas las subunidades reguladoras de clase IA (p85) tienen en comun dos dominios SH2
de interaccion con tirosinas fosforiladas a ambos lados del dominio de unién a p110. Las dos formas de mayor
tamafio poseen ademas un dominio SH3, de interaccidén con secuencias ricas en prolinas, y dominio BH, de
interaccion con proteinas G monomeéricas.

51

Introduccion




Fco. de Borja Lopez Holgado

Introduccion

las distintas isoformas en cada uno de estos procesos no es del todo conocida (Vanhaesebroeck
et al., 2010).

Las PI3K se caracterizan por encontrarse constitutivamente como heterodimeros,
constituidos por una subunidad catalitica (p110) y una subunidad reguladora (existen varias
subunidades reguladoras distintas aunque la mas comun es p85). Existen cuatro isoformas
diferentes de p110 (., 3, 0 y ¥) que presentan una gran homologia entre si y son codificadas por
genes distintos (Fig. 9). Atendiendo a su capacidad de interaccionar con la subunidad reguladora
p85, las PI3K de clase I se subdividen en clase A, que interaccionan con isoformas de p85
(p110a, p110B y p1100), y clase IB, que interacciona con proteinas reguladoras distintas a p85
(p110y) (Fig. 9). Las células de mamifero expresan todos los tipos de PI3K de clase I, aunque
las isoformas p110d y p110y se expresan preferentemente en leucocitos (Kok et al., 2009).
En un principio, la subdivision en clases IA y IB servia para diferenciar aquellas PI3K que
sefalizaban via tirosina quinasas o via GPCR, respectivamente. Sin embargo, cada vez son mas

los estudios que indican que la division no es del todo cierta (Guillermet-Guibert et al., 2008).

1.4.2.- Regulacion de la activacion de PI3K.

1.4.2.1.- Por subunidades reguladoras.

En mamiferos, existen cinco subunidades reguladoras de la clase IA (generalmente
conocidas como p85) de distinto tamafio (Fig. 9) y codificadas por tres genes distintos. Todas
las p85 pueden interaccionar con las tres subunidades cataliticas de clase IA. En situacion
basal, la subunidad reguladora bloquea la actividad catalitica de p110 y la mantiene en el
citosol. Ante determinados estimulos externos, PI3K es reclutada a la membrana plasmatica

por la interaccion de los dominios SH2 de la subunidad reguladora con tirosinas fosforiladas

Receptores GTPasas
tirosina quinasa monomeéricas

GPCR Figura 10: Regulacion de la
activacion de PI3K. Existen tres
mecanismos mayoritarios que
regulan la activacién de PI3K.
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0000000000000!S |b 00000.00.0000..00;"D“.OO0.00000.000I q ) 0%000000000 en tirosinas al mismo receptor o

; - SR a proteinas adaptadoras. Esto va
v ﬂ@ a a permitir la interaccién y, por
tanto, activacion de PI3K de clase

G

IA, por medio de los dominios

p110a, p110B y p1108 p110a, p110B, p1108 y p110y p110By p110y .
SH2 de la isoformas reguladoras
\ ¢ / del tipo p85. Por otro lado,
todas las subunidades cataliticas
@P”’g de clase | poseen dominio de

b Quinasas, proteinas interacciéon con Ras, lo que les
adaptadoras, GEF y GAP hace susceptible de activacion
mediada por miembros de la

familia Ras. En ultimo lugar, la
Supervivencia, crecimiento celular, progresion del ciclo celular, disociacién de la proteina G

reorganizacion del citoesqueleto de actina, migracion y tréfico vesicular heterotrimérica tras la activacién
de GPCR promueve la activacion de p110By de p110y. Todas las PI3K de clase I utilizan PIP, como substrato
preferente para sintetizar PIP,. La sintesis de PIP, en las membranas celulares permite el reclutamiento a la
membrana y activacién de proteinas efectoras mediante dominios PH de alta afinidad por PIP,. De esta manera,
la actividad de PI3K regula diferentes funciones celulares como supervivencia, crecimiento celular, proliferacién,
reorganizacion del citoesqueleto de actina, migracién y tréfico vesicular.
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(Fig. 9). Un cambio conformacional libera entonces el centro activo de p110, permitiendo el
acceso a su substrato en la membrana plasmatica. Las subunidades reguladoras p85a y p85
poseen ademds dominios SH3 (del inglés “Src homology 3”°) que tienen afinidad por secuencias
ricas en prolinas presentes en algunas proteinas como mecanismo de regulacion adicional (Fig.
9). Las PI3K presentan también dominios BH (del inglés “BCR homology domain”) (Fig. 9)
pudiendo actuar como proteina activadora de la actividad GTPasa (GAP, del inglés “ GTPase
activating protein”) de proteinas G monoméricas de la familia Rab (Chamberlain et al., 2008).
La clase IB solo posee dos subunidades reguladoras p101 y p87 que carecen de dominios SH2.

Son importantes para la activacion de p110y via GPCR y Ras (Fig. 9).
1.4.2.2.- Por Ras.

Todas las subunidades cataliticas de las PI3K de clase I poseen un dominio de unién a
Ras (RBD, del inglés “Ras binding domain”) (Fig. 9) que las hace susceptibles de una activacion
directa por miembros de esta familia (Delgado et al., 2009; Gupta et al., 2007; Marques et al.,
2008; Suire et al., 2006) (Fig. 10).

Otras GTPasas monoméricas pueden también regular la actividad de PI3K. Por
ejemplo, p110p interacciona con Rab5 (Kurosu and Katada, 2001), lo que explica su presencia
en vesiculas de clatrina y su implicacion en la formacion de endosomas tempranos (Shin et al.,
2005). Ademas, las isoformas de p85 pueden interaccionar con Rac, Rho y Cdc42, resaltando
posibles mecanismos de retroalimentacion positiva, pues PI3K puede activar GTPasas

monoméricas (Vanhaesebroeck et al., 2010).
1.4.2.3.- Por GPCR.

Desde su descubrimiento, p110y se asocid a GPCR por ser latnica PI3K de clase I cuyas
subunidades reguladoras interaccionaban con el dimero 3y de las proteinas G heterotriméricas,
y ademas sus subunidades reguladoras no poseian dominios SH2, lo que imposibilitaba su
activacion directa por tirosina quinasas (Stoyanov et al., 1995). Actualmente, numerosos
estudios indican una activacion directa de p110p y p110y por GPCR (Figura 10), mientras
pl10o y p1100 senalizarian via tirosina quinasas (Guillermet-Guibert et al., 2008). Asi se ha
propuesto que pl10a y p110p estarian involucradas en la sehalizacion via tirosina quinasas
y GPCR, respectivamente, en todos los tipos celulares. Mientras que p110d y p110y jugarian
un papel importante en la sefalizacion via tirosina quinasas y GPCR, respectivamente, en
leucocitos (Guillermet-Guibert et al., 2008). Esta separacion no es excluyente, ya que, tanto
tirosina quinasas como GPCR activan Ras y, por tanto, todas las subunidades cataliticas de
clase I son susceptibles de ser activadas por cualquiera de las rutas (Alvarez et al., 2009;
Rosano et al., 2009; Rubio et al., 2003). Ademas, la fosforilacién de GPCR, en tirosinas, tras
su activacion en los dominios citosolicos, podria funcionar como puntos de anclaje para PI3K
de clase IA a través de los dominios SH2 (Bousquet et al., 2000).
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1.4.3.- Funciones de PI3K de clase I.

La formacion de PIP, en membranas permite el reclutamiento de proteinas con
dominios PH de afinidad por PIP, y PIP,. Entre estas proteinas se encuentran enzimas con
actividad serin/treonina quinasa (Akt), tirosina quinasa (BTK), proteinas adaptadoras (GAB2)

y reguladores de GTPasas monoméricas (GEF y GAP).

Una de las vias de sefializacion mas estudiadas, iniciada por PI3K, es la activacion de
Akt. Esta serin/treonina quinasa se une a la membrana por medio de su dominio PH. Una vez
en la membrana, Akt es accesible a PDK1 (del inglés “phosphoinositide dependent kinase 17)
y mTORC?2 (del inglés “mammalian target of rapamycin complex 2”) que van a fosforilar vy,
por tanto, activar a Akt en los residuos Thr 308 y Ser 473 respectivamente (Alessi et al., 1996;
Alessi et al., 1997; Sarbassov et al., 2005). Ademas, la presencia en la membrana de PDK1
y mTORC?2 es dependiente de la actividad de PI3K ya que ambas poseen dominios PH para

interaccionar con PIP..

Como hemos dicho anteriormente, PI3K regula la actividad de GTPasas monoméricas
como Rac, Ras y Arf, regulando la actividad de sus GAPy GEF. A diferencia de lo que ocurre con
la activacion de Akt, parece que la regulacion de diferentes GTPasas monoméricas podria ser
mediada de manera especifica por los distintos miembros de PI3K de clase I (Vanhaesebroeck
et al., 2010).

Como mecanismo de regulacion negativo, la fosfatasa PTEN desfosforila PIP,

apagando la sefializacion iniciada por PI3K.
1.4.4.- Funcion de p110p.

La subunidad catalitica p110f, como perteneciente a la clase IA de PI3K, es susceptible
de ser activada por tirosina quinasas. Sin embargo, varios estudios asocian su activacion
también a GPCR, sugiriendo la actuacion sinérgica con tirosina quinasas y GPCR para una
maxima activacion de pl10f (Hazeki et al., 1998; Kubo et al., 2005; Maier et al., 1999;
Tang and Downes, 1997). El uso de ratones modificados genéticamente, asi como el uso de
inhibidores especificos, ha demostrado que p110f participa en la sefalizacion via GPCR en
aquellos tipos celulares que no expresan pl10y (Guillermet-Guibert et al., 2008). Apoyando
estos resultados, se ha visto que la migracion inducida por la quimioquina CXCL12 en células
endoteliales esta totalmente bloqueada en células deficientes en actividad p110f. Sin embargo,
las mismas células migran correctamente cuando se usa un estimulo independiente de GPCR,
como es el VEGF (Graupera et al., 2008). Aunque el numero de estudios que asignan funciones
especificas a cada uno de los miembros de PI3K de clase I va creciendo, en determinadas
situaciones pueden complementarse entre si. Por ejemplo, las células deficientes en actividad
de p110a y p110d, no muestran defectos en proliferacion porque pl110f sustituye a éstas en
la sefializacion mediada por determinadas citoquinas (Foukas et al., 2010). Esta activacion de
pl10p es independiente de GPCR, pues el tratamiento con Ptx no bloquea la fosforilacion de
Akt (Foukas et al., 2010).
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Aunque se van conociendo mejor los mecanismos que regulan a pl110f, su funcion
en el organismo todavia no estd completamente definida. La deficiencia total de p110f3
produce la muerte del embrion en estadio de blastula, lo que indujo a pensar que la actividad
de p110p era imprescindible para el desarrollo (Bi et al., 2002). Sin embargo, estudios mas
recientes demuestran que pl10p tiene otras funciones importantes ademas de actuar como
proteina quinasa. Ratones deficientes en la actividad lipido quinasa de p110p completan el
desarrollo embrionario (Ciraolo et al., 2008). Estos datos sugieren que p110f podria jugar un
papel importante como proteina adaptadora, que resultaria imprescindible para el desarrollo
embrionario. Ademas, fibroblastos embrionarios deficientes p110f recuperan la proliferacion
tanto si son reconstituidos con p110f activa como con una forma inactiva de p110p (Jia et al.,
2008). En esta linea, p110p interacciona con PCNA, promoviendo su union a la cromatina
durante la fase de sintesis de ADN del ciclo celular (Marques et al., 2009). La union de PCNA
es imprescindible para la replicacion del material genético, lo que podria explicar la temprana

mortalidad observada en el raton deficiente en p110p.
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2.- OBJETIVOS

Objetivos

1) Aislamiento y caracterizacion de un cultivo primario de progenitores neurales.
2) Estudio in vitro de la migracion de NPC.
3) Analisis de las rutas de sefializacion implicadas en el movimiento de NPC.

4) Puesta a punto de un modelo murino para el estudio in vivo de la migracion de

NPC.

5) Evaluacion del papel de PI3Kf3 en el movimiento in vivo de NPC.
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3.- MATERIALES Y METODOS

3.1.- Anticuerpos.

(72
(]
Anticuerpos Primarios -8
Anticuerpo (Anti-) Monoclonal Origen Técnica Dilucion Casa Comercial :.d-;
Erkl Conejo WB 1:1000 =
Erk2 Conejo WB 1:1000 :
fosfo-Erk-1/2 X Ratén WB 1:1000 Santa Cruz Y
Gaii Conejo WB 1:200 g
p110B Conejo WB 1:1000 9
p110a WB 1:1000 Klipple g
actina-f X Ratén WB 1:3000
tubulina-f X Raton WB 1:3000 i i
Sigma Aldrich
tubulina-plll X Ratén IF 1:1000
Laminina Conejo IF 1:500
Akt Conejo WB 1:1000
fosfo (Thr 308)-Akt X Conejo WB 1:1000 Cell Signaling
Jak2 X Conejo WB 1:500
Nestina Conejo IF 1:800 Covance
CXCL12 Conejo IF 1:200 eBioscience
GFAP Conejo IF 1:400 Abcam
mMCXCR4 (biotinilado) Rata FACS 1:200
Mouse IgG2b (biotinilado) Rata FACS 1:200 BD Pharmingen
CD31 Rata IF 1:100
SMC3 Conejo WB 1:1000 Chemicon international
CXCR4 Raton WSB, IP 30 ug Vila-Coro AJ 1999 FASEB J
Fibronectina Conejo IF 1:500 Affitiny BioReagents
fosfo-Tyr X Ratén IP 2ug Promega

Tabla I. Relacidn de anticuerpos utilizados en diferentes técnicas empleadas durante la experimentacion:
Western blot (WB), inmunofluorescencia (IF), inmunoprecipitacion (IP) y citometria de flujo (FACS).
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Anticuerpos Primarios

Anticuerpo

(Anti-) Monoclonal Origen  Técnica Dilucién Casa Comercial
Mouse IgG- Agarosa Cabra IP 30 uL
Sigma Aldrich
Mouse IgM- Agarosa Cabra IP 30 uL
Mouse- HRP Cabra WB 1:2000
Dako Cytomation
Rabbit- HRP Cabra WB 1:2000
IgG mouse Alexa 488 Cabra IF 1:200
1gG rabbit Cy3 Cabra IF 1:400
Molecular Probes
IgM mouse Cy3 Cabra IF 1:400
goat Cy3 Burro IF 1:400
Avidina PE FACS 1:100 beckton Dickinson

Tabla Il.Relacion de Anticuerpos secundarios empleados en distintas técnicas: Western blot (WB), inmu-
nofluorescencia (IF), inmunoprecipitacion (IP) y citometria de flujo (FACS).

3.2.- Aislamiento de Progenitores Neuronales y Cultivo de Neuroesferas.

Como fuente de NPC se utilizo tejido nervioso procedente de embriones de 14,5 dias
de gestacion (E14,5). En todos los experimentos se utilizaron ratones en fondo C57BL/6, ya
fueran de genotipo silvestre o modificados genéticamente (Rietze and Reynolds, 2006). Para
el aislamiento de NPC se extrae el tero de la hembra gestante en condiciones higiénicas y
se transfiere éste a una placa Petri con PBS estéril. A continuacion, se abre la pared del ttero
exponiendo los sacos vitelinos que se transfieren a una nueva placa con PBS estéril donde
se extraen los embriones. Se desecha el tronco de los embriones y se transfieren las cabezas
a una nueva placa Petri con PBS estéril en la que se procede a su diseccion con ayuda de
una lupa binocular (12x, Leica). Se retira la piel y la parte del craneo que recubre el cerebro,
exponiendo y extrayendo los hemisferios cerebrales. Se retira el tdlamo (parte que une los
dos hemisferios) y las meninges (que recubren las superficie del cerebro). Se recogen los
hemisferios cerebrales en un tubo de fondo cénico que contiene PBS estéril. A continuacion, se
procede a la homogenizacion del tejido para obtener una suspension celular. Se centrifugan las
células (900 rpm, 5 min y 22 °C) y se resuspenden en medio completo (DMEM/F12 + Glutamax
(GIBCO) suplementado con N2 supplement (GIBCO), heparina 4 ug/ml (Sigma-Aldrich),
D-glucosa 8 ug/ml (Sigma), L-GIn 2 mM (Sigma), bFGF 20 ng/ml (Peprotech) y EGF 20 ng/
mL (Peprotech)). Para eliminar los restos de tejido, el homogeneizado se filtra usando un tamiz
de tamafio de poro de 45 um (cell strainer, Falcon). Las células vivas se contaron por el método
de exclusion del colorante de azul de tripan y, a continuacion, se pusieron en cultivo (37 °C, 5
% CO, y 95 % humedad) en medio completo (25 mL/placa) a una densidad de 5-10* células/
cm? en placa Petri (diametro 140 mm, Nunc). En estas condiciones, las NPC proliferan en
respuesta a EGF y FGF, formando pequefios clones adheridos a la placa. Estos clones terminan
despegandose, continuando su crecimiento en suspension como agregados celulares esféricos

llamados neuroesferas.
3.3.- Mantenimiento de cultivos.

Cuando las neuroesferas alcanzan un tamaiio suficientemente grande (aproximadamente



100 um), se recogen en tubos y se centrifugan (600 rpm, 5 min y 22 °C). Las neuroesferas se
resuspenden en 1 mL de PBS-EDTA 0,02% y se disgregan mecanicamente para obtener una
suspension celular. Se filtran con un tamiz (45 wm diametro del poro), y se siembran a una
densidad de 3-10° células/mL en 25 mL de medio completo y se cultivan (37 °C, 5 % CO,
y 95 % humedad) hasta la formacion de nuevas neuroesferas. Para todos los experimentos
se utilizaron NPC derivados de neuroesferas de 6 a 10 dias en cultivo. Los experimentos se
realizaron con una suspension de células individualizadas a partir de neuroesferas, obtenidas

como se ha descrito anteriomente.

Cuando fue requerido, se utilizaron ratones C57BL/6 modificados genéticamente para
la obtencion de cultivos de neuroesferas. Se aislaron NPC a E14,5 de ratones deficientes en
p1108 (Cedidos por el Dr Bart Vanhaesebroeck, Barts Cancer Institute, Queen Mary University
of London, London, United Kingdom) (Okkenhaug et al., 2002), en p110y (Cedidos por la Dra.
Ana Clara Carrera, CNB-CSIC, Madrid, Espafia) (Sasaki et al., 2000), de ratones transgénicos
para RFP (Jackson Laboratories) y de ratones transgénicos para GFP (Jackson Laboratories)
(Okabe et al., 1997). También se aislaron NPC a E11,5 de ratones deficientes en Jak2, por

resultar esta mutacion letal a estadio E12-E13 (Parganas et al., 1998).
3.4.- Diferenciacion de NPC.

Las NPC se mantienen en un estado indiferenciado en el medio de cultivo descrito. Sin
embargo y debido a sus propiedades multipotentes, se puede inducir su diferenciacion a células
del SNC in vitro (Rietze and Reynolds, 2006). Para ello, las neuroesferas se disgregaron y las
células se sembraron en placas de 24 pocillos (5-10° células/pocillo) que contenian cubres
pretapizados (1h y 37 °C) con una mezcla poli-L-lisina/laminina (20 pg/mL en PBS, 1:1 (p/p),
Sigma-Aldrich). Las c¢lulas se cultivaron (37 °C, 5 % CO, y 95 % humedad) durante 6 dias
en medio de diferenciacién (Neurobasal medium (Gibco) suplementado con B27 Supplement
(Gibco), L-Glutamina 2 mM, y FBS 1%) renovando el medio cada 2 dias. Pasado este tiempo,
la diferenciacion se evalud por inmunofluorescencia utilizando Ab especificos de marcadores

de distintos tipos celulares (Tabla I).
3.5.- Estudios de Migracion por Videomicroscopia.

Se estudié la migracion de NPC por videomicroscopia en superficies tapizadas con y
sin CXCL12. Para estos experimentos se utilizaron camaras termostatizadas FCS2 (Biotechs)
acopladas a un microscopio confocal (Zeiss Axiovert LSM 510-META). Se tapizaron cubres
de vidrio con fibronectina (20 ug/mL, en PBS, 1h y 37 °C) o laminina (20 ug/mL, en PBS, 1hy
37 °C). Después del tapizado, y tras un lavado con PBS, los cubres se incubaron con CXCL12
(CXCL12 100 nM, 1 h 'y 37 °C) seguido de un nuevo lavado. En la cdmara de migracion se
inyect6é medio de migracion para videomicroscopia (RPMI sin rojo fenol suplementado con N2
supplement, heparina 4 ug/ml, bFGF 1 ng/ml y EGF 1 ng/mL) y se precalent6 a 37 °C. Tras
ello, se inyectaron en la camara precalentada las NPC (0,5 mL y 1,5x10° células) en medio de
migracion, previamente marcadas con CFSE (107 células/mL en PBS, CFSE 1 uM, 12 min y

37 °C). Se dejaron sedimentar las células. Pasado este tiempo y tras elegir campo de vision
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con numero de células suficiente para el analisis, se comenzo la adquisicion de imagenes cada
20 s durante 90 min. Se adquirieron imagenes de fluorescencia (seccion confocal 10 um) y de
luz transmitida con amplificacion 20x. Como fuente de excitacion se empleo la linea de 488
nm de un laser de Ar. Las peliculas se analizaron con la herramienta de seguimiento de células
individuales (single cell tracking) disponible en el programa de analisis de imagen cientifica
Imaris 6.0 (Bitplane). El programa reconoce las células en el video en base a la fluorescencia, de
manera que, en funcioén de unos parametros acotados por el investigador, es capaz de identificar
la posicion de una misma célula en cada uno de los fotogramas de la pelicula. Esto permite
dibujar la trayectoria seguida por cada célula y determinar asi sus parametros cinematicos.
El analisis estadistico de la poblacion observada en la pelicula asi como los graficos, fueron

realizados con el programa informatico Prism 5.0 (Graph Pad).
3.6.- Ensayo de Quimiotaxis.

Para estudiar la capacidad migratoria de NPC en respuesta a gradientes quimiotacticos,
se realizaron ensayos de transmigracion en camaras de Boyden (Transwell, Costar) que poseen
una membrana porosa (8.0 um didmetro de poro) tapizada con fibronectina (20 ug/ml en PBS,
16 hy 4 °C; Sigma) (Rodriguez-Frade et al., 2009).

NPC se disgregaron con PBS-EDTA 0,02 % y 3,5-10° células se marcaron con 500 uL
de la sonda fluorescente CFSE (1 uM en PBS a 37 °C, 12 min; A_ =492 nmy A_ = 517 nm;
Molecular Probes). Después del marcaje, las células se lavaron con medio de basal (DMEM/
F12 + Glutamax, N2 supplement, heparina 4 ug/mL, D-glucosa 8 ug/ml (Sigma), L-Gln 2 mM
(Sigma)), seguido de centrifugacion (1200 rmp, 5 miny 22 °C). Las células fueron resuspendidas
auna densidad de 10°células/mL en medio de migracion (medio basal suplementado con bFGF
1 ng/mL y EGF 1 ng/mL) y se depositaron en el compartimento superior de la cdmara de
Boyden (1-10° células/pocillo) y se dejé transcurrir tiempo para que se produjera la migracion
(16ha37°C,5 % CO,y 95 % humedad). Las células que no migraron (superficie superior de
la membrana) se eliminaron rascando suavemente con un bastoncillo de algodon, mientras las
células migradas se encuentran adheridas en la superficie inferior de la membrana. Tras fijar las
células migradas con paraformaldehido al 4 % (en PBS pH 7.4, 12 min y 22 °C), se evaluo la
fluorescencia por microscopia confocal (seccion focal 25 um, A, =488 nm, A_ = 505-520 nm,
Zeiss Axiovert LSM 510-META).

Src Src Inhibitor | 10 DMSO CC, Quimio Calbiochem

Jak2 Jak2 Inhibitor Il 10 DMSO CC, Quimio Calbiochem

MEK 1/2 U0126 10 DMSO CC, Quimio Calbiochem

PI3K (genérico) LY 294002 10 DMSO CC, Quimio, WB Calbiochem

CXCR4 AMD3100 10 Agua CC, Quimio Calbiochem
PI3K (p110a) PIK-75 0,01 DMSO Quimio, WB Caiman
PI3K (p1108) TGX-221 30 DMSO Quimio,WB, Organo Caiman
Gai Pertussis toxin | 0,1 ug/mL | Glicerol 50% CC, Quimio Sigma

Tabla lll. Relacidon de Inhibidores utilizados en diferentes técnicas empleadas: ciclo celular (CC), ensayos de
quimiotaxis (Quimio), ensayos de migracion en cultivos organotipicos (Organo) y Western blot (WB).



La adquisicion se realizo con el diafragma abierto y utilizando la herramienta “Tile”
del programa informatico del microscopio, que permite escanear toda la superficie del pocillo
obteniéndose una unica imagen. En dichas imagenes se cuantificé el area de fluorescencia con
el programa imageJ 4.3. Previamente se comprobo la relacion lineal entre la fluorescencia
y el nimero de células, debido a que a estas densidades las células forman una monocapa.
Los resultados se expresan como porcentaje de migracion, comparando la fluorescencia de
células migradas respecto la fluorescencia del nimero total de células antes de limpiar con el

bastoncillo. Todas las condiciones se realizaron por triplicado.

Para estudiar el papel de distintas rutas de sefalizacion en la migracion promovida
por CXCL12 en NPC, se utilizaron inhibidores quimicos especificos de proteinas de distintas
vias de senalizacion. Estos ensayos se realizaron en las mismas condiciones que las descritas
anteriormente, pero en presencia del inhibidor durante el experimento. En los tratamientos se

utilizaron los inhibidores a las concentraciones indicadas en la Tabla V.

3.7.- Estimulacion de NPC con CXCL12 y preparacion de muestras para Western
Blot.

Para el analisis bioquimico de la sefializaciéon mediada por CXCL12 en NPC, se trabajé
con células derivadas de neuroesferas. Se recogieron las neuroesferas, se centrifugaron (600
rpm, 5 min y 22 °C) y se pusieron de nuevo en cultivo en medio basal (2h a 37 °C, 5 % CO, y
95 % humedad). Pasado este tiempo, las células se recogieron, centrifugaron (600 rpm, 5 min y
22 °C) y resuspendieron en PBS-EDTA 0,02 % para su disgregacion mecanica. La suspension
celular se tamizo para eliminar neuroesferas sin disgregar. Tras lavar las células con PBS (1
vez) y centrifugar (1200 rpm, Smin y 22 °C), 5-10° células en 1 mL de medio basal fueron
estimuladas con CXCL12 (50 nM y 37 °C) a distintos tiempos. La reaccion se par6 afiadiendo 1
mL de PBS frio, seguido de centrifugaciéon (3000 rpm, 3 min y 4 °C). Tras un nuevo lavado con
PBS frio y centrifugacion (3000 rpm, 3 min y 4 °C), se elimino el sobrenadante y el sedimento

celular se congelo en hielo seco.
3.7.1.- Lisados celulares totales.

Las células se lisaron (30 min, 4 °C y agitacion constante) en 0,1 mL de tampon
RIPA (Tris-HC1 50 mM pH 7,6, desoxicolato soédico 0,25 % (Sigma-Aldrich), Igepal 1 %
(Sigma-Aldrich), NaCl 150 mM y EDTA 1 mM) que contenia una mezcla de inhibidores de
proteasas y fosfatasas (NaF 25 mM, PMSF 1 mM, leupeptina 10 ug/mL, aprotinina 10 ug/mL,
ortovanadato sodico 1 mM). Los extractos celulares se centrifugaron (1,5-10% x g, 15 min y 4
°C) para eliminar los restos celulares. En el sobrenadante se valoro la cantidad de proteina por

el método del &cido bicinconinico (BCA, Thermo Scientific).
3.7.2.- Inmunoprecipitacion (IP).

107 células se lisaron (30 min, 4 °C y agitacion constante) en un tampon detergente
(trietanolamina 20 mM pH 8,0, NaCl 300 mM, EDTA 2 mM, glicerol 20%, digitonina 1%)
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que contiene la mezcla de inhibidores de proteasas y fosfatasas indicada anteriormente. Tras
la lisis, las muestras se centrifugaron (1,5-10* x g, 15 min y 4 °C). La cantidad de proteina
se cuantificé por el método de Bradford. Para realizar la inmunoprecipitacion, 500 ug de
proteina total se incubaron con 20 ug de anti-IgM-agarosa (para la IP de CXCR4) o anti-
IgG-agarosa (en el caso de la IP de fosfo-tirosina) ambos de raton (60 min, 4 °C y agitacion
constante) (Mellado et al., 1998). Las muestras se centrifugaron (1,5:10* x g, 1 min y 4 °C), se
recogieron los sobrenadantes y se incubaron (16 h, 4 °C y agitacién constante) con 30 ug del
Ab CXCR4.01 (para la IP de CXCR4, (Mellado et al., 1998)) o 2 ug de anti-fosfotirosina (en
el caso de la IP de fosfo-tirosina). A continuacion, se afiadio a las muestras directamente 20
ug de la correspondiente anti-IgM-agarosa o anti-IgG-agarosa, ambos de raton. Tras incubar
(60 min, 4 °C y agitacion constante), se centrifug6 (1,5-10* x g, 1 min y 4 °C) y se descart6 el
sobranadante. Los inmunoprecipitados se lavaron tres veces con tampon de lavado (Tris-HCI
50 mM pH 8,0) y se resuspendieron en tampdn de Laemmli como paso previo a la separacion

electroforética.
3.7.3.- Obtencion de extractos nucleares.

Para el estudio de la traslocacion de proteinas al ntcleo se procedi6 al fraccionamiento
celular para separar la fraccion citosolica de la nuclear de NPC estimuladas con CXCL12 50
nM. Para ello, los sedimentos celulares se resuspendieron e incubaron (10 min, 4 °C y agitacion
constante) con 100 uL del tampon A (Triton X-100 0,1 %, Hepes 10 mM pH 7,9, KCI 10 mM,
MgCl, 1,5 mM, sacarosa 0,34 M y glicerol 10 %) mas la mezcla de inhibidores indicada al
describir la obtencion de lisados celulares totales. En estas condiciones se produce la lisis de
la membrana plasmatica manteniéndose los nucleos intactos. A continuacion, se centrifugod
la fraccion nuclear (3,5-10° x g, 5 min, 4 °C) y los niicleos se lavaron 1 vez con el mismo
volumen de tampon A (sin Triton X-100). Después, se procedio a la lisis del sedimento nuclear
con 50 uL de un tampén RIPA modificado (Tris-HCI 20 mM pH 8, desoxicolato sodico 0,5 %,
Igepal 1 %, SDS 0,1 %, NaCl 137 mM, MgCl, 1 mM, CaCl, 1 mM, glicerol 10 % y mezcla de
inhibidores) incubando (30 min, 4 °C y agitacion constante). Tras eliminar restos insolubles por
centrifugacion (1,5-10* x g, 15 min y 4 °C) se obtuvieron los extractos nucleares. La cantidad
de proteina se determind por el método de BCA siguiendo el protocolo recomendado por
el fabricante. Cantidades iguales de proteina se diluyeron con tampéon de Laemmli para su

posterior separacion electroforética.
3.7.4.- Separacion electroforética y analisis por Western blot.

En todos los casos, las muestras eran diluidas con tampo6n de Laemmli y desnaturalizadas
(5 min y 100 °C) como paso previo a su separacion electroforética. Se realizaron electroforesis
en geles de poliacrilamida (8-12%, dependiendo de las proteinas a estudiar) en condiciones
desnaturalizantes (PAGE-SDS). Una vez separadas las proteinas por tamano, se procedio a la
transferencia del contenido del gel a membranas de nitrocelulosa. La homogeneidad de la carga
proteica en las distintas muestras se confirm¢ por tincion con rojo Ponceau. Tras el lavado de
la membrana con TBS, las membranas de nitrocelulosa se bloquearon (1h y 22 © C) con TBS-

leche desnatada al 5% (para el analisis de proteinas no fosforiladas) o con TBS-BSA 5 % (para



el analisis de proteinas fosforiladas). Una vez bloqueadas las membranas se incubaron (16 h, 4
°C y agitacion constante) con el Ab especifico para la proteina a estudiar en TBS-leche 2,5 %
o TBS-BSA 5 % (segtn el tipo de analisis a realizar). Tras la incubacidon con el Ab primario,
se lavaron las membranas 3 veces con TBS-Tween 20 0,1 % seguido de 3 lavados con agua
destilada. Las membranas se incubaron (45 min y 22 °C) con el Ab secundario, fusionado a la
peroxidasa de rabano, que reconocia especificamente el Ab primario, disuelto en TBS-leche
2,5 % o TBS-BSA 5 % (segun analisis). Para la deteccion final de la proteina de interés en
la membrana, ésta se incubd con ECL (1 min y 22 °C; protein detection kit, Healthcare-GE).
La sefal luminiscente producida se detectd por exposicion de pelicula fotografica (Konica

Minolta) a la membrana de nitrocelulosa y posterior revelado de la pelicula.
3.8.- Citometria de flujo.
3.8.1.- Marcaje de Proteinas Celulares.

El marcaje se realizdo sobre una suspension de células individuales a partir de
neuroesferas disgregadas con PBS-EDTA 0,02 %, como se ha descrito en apartados anteriores.
Se depositaron 10° células/pocillo de suspension celular en placas de 96 pocillos con fondo en
V. Las células se centrifugaron (1200 rpm, 5 min y 4 °C) y se resuspendieron e incubaron con
la disolucion del Ab primario (0,5 ug/pocillo, 30 min y 4 °C) en PBS-marcaje (PBS pH 7,0,
FBS 0,1% y BSA 1%). Las células se lavaron dos veces con PBS-marcaje, se centrifugaron
(1200 rpm, 5 min y 4 °C), resuspendieron e incubaron con el Ab secundario (15 min, 4 °C
y obscuridad). Terminado el marcaje y tras lavar de nuevo las células con PBS-marcaje y
resuspenderlas en 100 uL del mismo tampon, se analiz6 la fluorescencia unida a las células por
citometria de flujo (Cytomics FC 500, Beckman Coulter) utilizando como fuente de excitacion
la linea de 488 nm de un laser de Ar. El andlisis de los resultados se realizd con el programa
Cytomics CXP (Beckman Coulter).

Los eventos se clasificaron por tamafio y complejidad en funcion de la dispersion
producida por las células al pasar por el detector, lo que nos permitié diferenciar entre células
viables y restos celulares. Normalmente, se adquirian 10* eventos de la poblacion de células
vivas para obtener una muestra representativa de la poblacion. El porcentaje de células positivas
fue el resultado de la substraccion de la fluorescencia de las células marcadas con el Ab control

del mismo isotipo que el Ab especifico.
3.8.2.- Ciclo Celular.

Parael estudio del ciclo celular se realiz6 tincion por incorporacion de ioduro de propidio
al ADN de las células. La cantidad de material genético depende de la fase del ciclo celular,
con lo que las células muestran diferentes intensidades en la sefial dependiendo del momento
del ciclo en que se encuentren. Para ello, se cultivaron en medio de migracion 5-10° células en
presencia o ausencia de los mismos inhibidores que en los ensayos de transmigracion (16h a 37
°C, 5 % CO,y 95 % humedad). Después del tratamiento, las c€lulas se recogieron en tubos de

citometro, se disgregaron con PBS-EDTA 0,02% y se centrifugaron (1200 rmp y 22 °C). Para el
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marcaje de ioduro de propidio se utilizé el kit comercial (COULTER® DNA PREP™ Reagents
Kit, Beckman Coulter) siguiendo el protocolo recomendado por el fabricante. El analisis del
ciclo celular se realizé por citometria de flujo (Cytomics FC 500, Beckman Coulter) utilizando

como fuente de excitacion la linea de 488 nm de un laser de Ar.
3.9.- Nucleofeccion.

Para la introduccion de plasmidos o ARN interferente (ARNi) utilizamos el método
de nucleofeccion (Mouse NSC Nucleofector Kit, Amaxa Biosciences) siguiendo el protocolo
recomendado por el fabricante. En la preparacion de las NPC para la nucleofeccion, las
neuroesferas se recogieron y se centrifugaré (600 rmp, 5 min y 22 °C). A contiuacion, se
resuspendieron y disgregaron con PBS-EDTA 0,02 %. Se filtr6 y la suspension celular obtenida
se centrifugaron (1200 rpm, 5 min y 22 °C). El sedimento celular se resuspendié en medio
de nucleofeccion (nucleofector solution, suplementado segiin fabricante) a una densidad de
6-107 células/mL. A la suspension celular se le afiadio el ARNi (2ug/6-10° células) o ADN
(4ug/6-10° células). La mezcla de células-ADN/ARN se repartié entonces en las cubetas de
electroporacion (100 pL/cubeta de nucleofeccion) y éstas se electroporaron con el programa
A-33 del aparato de nucleofeccion. A continuacion, las células se pusieron en cultivo (37 °C, 5
% CO, y 95 % humedad) con medio completo en placas de cultivo celular de 24 pocillos. Los

posteriores experimentos se realizaron 48 h después de la nucleofeccion.

Numero Secuencia Casa Comer-
cial
#1 gaa aau gaa uug agu cga u
. #2 gaa auc acccacauu guaa
jak1 Dharmacon
#3 CgC aug agg uuc uac uuu a
#4 gca cag gga cag uau gau u

Tabla IV. Relacion de oligosnucledtidos utilizados en el silenciamiento de la
expresion de Jak1.

Plasmido Proteina/shRNA Casa Comercial
pEGFP-N3 GFP BD Bioscience
PRS (Ref. TR515159) shRNA p110 _
- = Origene
PRS (Ref. TR30012) | shRNA inespecifico

Tabla V. Relacion de plasmidos utilizados en los experimentos de
nucleofeccion

3.10.- Modelo de Isquemia focal por foto-trombosis.

3.10.1.- Protocolo de induccion de isquemia.

Elmanejo de los animales de laboratorio, los procedimientos quirirgicos y los cuidados
postoperacion se llevaron a cabo de acuerdo a la normativa de CNB y del comité de bioética
animal del mismo centro. Como modelo de isquemia cerebral se utilizo el método de formacion

de isquemia focales por foto-trombosis (Lee et al., 2007; Schroeter et al., 2002). Este protocolo



presenta ciertas ventajas respecto a otros modelos de isquemias como cirugia sencilla, con
posibilidad de modificar la localizacion de la lesion y con mucha reproducibilidad en cuanto
a localizacion y tamafio de la lesion. Para la experimentacion se utilizaron ratones hembras
de la cepa C57BL/6 de 2 meses de edad. Se les inyectaron, via intraperitoneal (i.p.), 0,1 mL
de Rosa Bengala (10 mg/mL, en PBS) y se esperd 10 min mientras el compuesto se distribuia
por el torrente sanguineo. El raton fue entonces anestesiado por inhalacion con isoflurano 3 %
con una camara de anestesia y después colocado sobre una manta calefactora para mantener la
temperatura corporal. Se le sujet6 en el cuadro estereotaxico por los oidos con ayuda de las
barras laterales y se redujo la anestesia a 1,5 % de isoflurano durante la operacion. Se abrio una
incision sagital desde la altura de los ojos hasta las orejas con un bisturi, se retird el peridsteo
que recubre el craneo con un bastoncillo de algodon. Sobre el raton inmovilizado se colocd
una fuente de luz fria (fibra optica, didmetro de la apertura 0,5 cm) muy cerca de la superficie
del craneo, entre bregma y lamba y a 1,75 mm hacia la derecha de la sutura sagital, es decir,
sobre el hueso parietal derecho. A continuacion, se iluminé (15 min, 3000 K y apertura C,
Schott KL1500 LCD) para inducir la formacion del trombo. Después, se suturd la herida para
cerrar la incision realizada en la cabeza y se coloco al raton sobre una manta calefactora hasta

su recuperacion.

3.10.2.- Transplante intraparenquimal.

Como modelo de migracion in vivo estudiamos el movimiento de NPC, transplantadas
en las proximidades de la isquemia, hacia el area dafiada. Se transplantaron 10° células en el
hemisferio infartado de cada ratéon, utilizando coordenadas estereotaxicas (Paxinos, 2001) 3
tres dias después de la induccion de la lesion por foto-trombosis. Primeramente, se prepar6 una
suspension celular a partir de neuroesferas (segin se explico anteriormente), se filtré (diametro
de poro 45 um) y se trataron con DNasa I (1:1000, 5 min y 22 °C; Roche). 1,7-10° células
vivas se centrifugaron en microcentrifuga (3000 rmp, 5 min y 4 °C) y se lavaron con medio
basal. Las células se resuspendieron en 2 uL. de medio basal justo antes de cargar una pipeta
de vidrio (diametro 70 um), acoplada al cuadro estereotaxico, con la que se inyectaron las
células en el raton. Para ello, se anestesio al raton por inhalacion de isoflurano 3 % en una
camara de anestesia, y se coloco sobre una manta calefactora para mantener la temperatura
corporal. Se sujetd al raton en el cuadro estereotaxico y se bajo la anestesia a 1,5 % de
isoflurano durante la operacion. Se abri6 una incision sagital en la cabeza para descubrir el
craneo, se retird el periosteo y comprobd6 el tamafio y localizacion de la lesion. Se colocd la
punta de la pipeta sobre bregma (origen de coordenadas), se establecieron las coordenadas
del punto de la inyeccion y se hizo una marca sobre el craneo en dicho punto. Después, con
un taladro de dentista, se practicd un pequefio orificio en el craneo sobra la marca. Se volvio
a colocar la pipeta en las coordenadas de interés y se introdujo en el parénquima cerebral. A
un grupo de ratones se les practicd inyeccion contralateral (bregma -2,06 mm, -1 mm lateral,
1 mm profundidad) y a otro grupo, inyeccion ipsilateral (bregma -2,06 mm, 0,5 mm lateral,
1 mm profundidad). Se inyectaron aproximadamente 10° células en un volumen de 0,1 uL,
con ayuda de un microinyector, lentamente, para evitar que la presion produjese lesiones en el
parénquima cerebral. Tras retirar la pipeta lentamente y desinfectar la zona, se cerrd la herida

con pegamento instantdneo. Se retird al ratéon del cuadro estereotaxico y se colocd sobre una
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manta calefactora hasta su recuperacion.

3.10.3.- Perfusion de animales.

Los animales se sacrificaron 3 dias post-transplante con una dosis letal de ketamina/
xilacina (Imalgene 500/ Xilagesic) y se procedio a la perfusion de los mismos. Una vez
anestesiado el raton, se abri6 la caja toracica de éste para exponer el corazon y se hizo una
pequefia incision en la auricula derecha, de manera que permitiese la salida de sangre. En
el ventriculo izquierdo se introdujo una aguja conectada a una bomba peristaltica. Primero,
se bombearon 20 mL de PBS (flujo 5 mL/min) para eliminar la sangre y, a continuacion, se
bombearon 25 mL de formalina 10 % (Sigma-Aldrich) en aquellos ratones cuyos cerebros
iban destinados al analisis histologico por microscopia. Los cerebros destinados al analisis por

citometria de flujo se procesaron tras el primer paso de perfusion con PBS.

3.10.4.- Procesamiento del cerebro para analisis histoldgico.

Una vez fijados, se extrajeron los cerebros y se incubaron con formalina 10 % (16 h, 4
°C y agitacion constante) seguido de crio-proteccion con PBS-Sacarosa-30 % (16-24 h, 4 °C
y agitacion constante). A continuacion, los cerebros se embebieron en OCT (Tissue-Tek-OCT,
Sakura) y se congelaron en una mezcla de isopentano/hielo seco. Los cerebros se cortaron con

un criostato (CM1900, Leica) en secciones coronales de 20 um, para proceder a su analisis.

3.10.5.- Deteccidén de NPC por citometria de flujo.

Una vez los cerebros fueron perfundidos con PBS, se lavaron con PBS frio. Se separaron
los dos hemisferios cerebrales y se disecciono la corteza cerebral recogiendo la zona con la
isquemia y, como control, la misma region en el hemisferio contralateral. Habiendo separado
ya las regiones de interés, el tejido se troced con un bisturi para facilitar la digestion. Para la
obtencion del homogeneizado, se utilizo una adaptacion del protocolo de extraccion de NPC de
raton adulto (Rietze and Reynolds, 2006). El tejido troceado se incuboé (30 min, 37 ° C y agitacion
constante) con 1,5 mL de medio de digestion (PBS pH 7,4, HEPES 10 mM, Tripsina 0,025 %,
EDTA 0,02 %, DNasa 1 0,1 %) y se disgregd mecanicamente con pipeta. La suspension se dejo
en reposo para que los fragmentos de tejido sin disgregar sedimentaran. Al sobrenadante se le
afiadio 2 mL de medio de parada (DMEM/F12 + Glutamax suplementado con N2 supplement,
heparina 4 ug/mL, EDTA 0,02 % y FBS 1 %). Al sedimento celular se le afiadieron 500 uL de
medio de digestion y se incubd de nuevo (30 min, 37 ° C y agitacidon constante). Tras la adicion
de 500 uL de medio de parada, las dos fracciones del homogeneizado se juntaron, se filtraron
(poro 45 um) y se centrifugaron (1200 rpm, 10 min y 4 °C). El sedimento se resuspendi6 en 2
mL de PBS-marcaje (PBS pH 7,0, FBS 0,1%, BSA 1 % y EDTA 0,02 %). La muestra se analizo
en su totalidad por citometria de flujo (epics XL-MCL, Coulter) utilizando flujo lento, y el filtro
505-520 nm, para detectar NPC-GFP*. Como control de viabilidad, en paralelo NPC-GFP* se

trataron en las mismas condiciones que el tejido.



3.11.- Inmunofluorescencia.
3.11.1.- De células.

NPC derivadas de neuroesferas (5-10° células/pocillo) se sembraron en placas de 24
pocillos que contenian cubres tapizados con poli-L-Lisina (50 ug/mL, 1h y 37 °C; Sigma-
Aldrich). Después, las células se fijaron con PFA 4 % (PBS pH 7,4, 10 miny 22 °C) y se lavaron
con tampon PBS-NaCl 150 mM. En el siguiente paso, las células se permeabilizaron (10 min y
22 °C) con tampdn PBS (Tritéon X-100 0,02 % y NaCl 150 mM) y, a continuacion, se incubaron
(1h y 22 °C) con tampoén de bloqueo (PBS con BSA 1 %, suero de cabra 0,1 %, Tween-20
0,05%, NaCl 50 mM). Después, las células se incubaron (20 min, 22 °C y obscuridad) con
el Ab primario (250 uL/pocillo, en tampon de bloqueo), seguido de 6 lavados con tampon
de bloqueo. A continuacidén, se incub6 (20 min, 22 °C y obscuridad) con el Ab secundario
conjugado con una sonda fluorescente (250 uL/pocillo, en tampdn de bloqueo). Los cubres se
lavaron y se montaron sobre portas con medio de montaje Aqua Poly/Mount (Polysciences,
Inc). Para la deteccion de la fluorescencia asociada se utilizd microscopia confocal (Zeiss
Axiovert LSM 510-META).

3.11.2.- De Tejido.

Cortes coronales (20 pm espesor) de cerebro de raton se lavaron y se hidrataron
con PBS para eliminar el OCT en el que estaba embebido el cerebro. Se permeabilizaron
los cortes (15 min y 22 °C) con PBS-Triton X-100 0,5 % seguido de una incubacion con
tampon de bloqueo para tejido (PBS, BSA 1 % y suero de cabra 10 %). Tras el bloqueo, las
secciones se incubaron (2h, 22 °C y obscuridad) con el Ab primario disuelto en tampon de
bloqueo para tejido. Después, se realizaron 3 lavados con PBS (5 min, 22 °C y obscuridad) y se
incubaron (45 min, 22 °C y obscuridad) con el Ab secundario disuelto en tampon de bloqueo.
Tras lavar con PBS, se tifiieron (10 min, 22 °C y obscuridad) con Hoestch 33258 (Molecular
Probes) para marcar los nticleos. Las inmunofluorescencias se montaron con Aqua Poly/Mount
(Polysciences, Inc) y se dejo en obscuridad hasta el endurecimiento de la resina. Para examinar
las inmunofluorescencias se utiliz6 microscopia de fluorescencia (microscopio Leica DMI
6000B, camara CCD R2).

3.12.- Cultivo Organotipico de Cerebro de Embrion de Ratén y Electroporacion in
vitro de la EGM.

Se extrajo el telencéfalo de embriones E13,5 y se embebieron en agarosa de bajo
punto de fusion. A continuacion, se realizaron cortes coronales de los cerebros de 200 um de
grosor y se colocaron sobre membranas de policarbonato para el cultivo de explantes (Millicell
Organotypic Cell Culture; Millipore). Una vez adherido el explante a la membrana, se inyecto
en la EGM la disolucion que contiene el plasmido (vector de expresion de GFP basado en
pCAGGS). Tras la electroporacion de la EGM (t=0 h), los explantes se mantuvieron en cultivo
(36 ha37°C,5 % CO,y 95 % humedad) con medio de cultivo con DMSO 0,6% (control) o
TGX-221 (60 uM), cambiando el medio cada 24 h. Transcurrido el tiempo de migracion, se
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extrajeron los explantes de las membranas. A continuacion, se realizé inmunofluorescencia
utilizando un Ab anti-GFP. Tras la inmunofluorescencia, se montaron los portas con Mowiol-
Dabco con Bisbenzamida (1:1000, Sigma). Finalmente, se realizé la observacion de los cortes

por microscopia de fluorescencia (microscopio Leica DMI 6000B, camara CCD R2).

3.13.- Cuantificacion y Analisis de Imagenes de Experimentos in vivo.

Las imagenes de microscopia de los experimentos in vivo, se cuantificaron con el
programa photoshop CS4 (Adove Acrobat). Para ello, las imagenes se ordenaron de manera que
fueran consecutivas en distintas capas de un mismo documento de photoshop. A continuacion,

se alinearon en base a estructuras presentes en las imagenes.

3.13.1.- Isquemia.

El alineamiento se realiz6 en base a estructuras como ventriculos laterales, hipocampo,
cuerpo cayoso, linea media y cicatriz de la inyeccion de las células visibles en las imagenes. Tras
el alineamiento, se establecio el sitio de la inyeccion como punto de origen en la cuantificacion.
Se coloco en el punto de origen una gradilla de circulos concéntricos de radios creciente (cada
100 um). Las células se clasificaron en proximales (las células que se encuentran distribuidas
mas cerca de la lesion teniendo como referencia el punto de origen) y distales (las células
que se encuentran distribuidas mas alejadas de la lesion teniendo como referencia el punto de
origen). Tras contar el nimero de células en cada uno de los compartimentos de la gradilla, se
calcul6 los porcentajes de células en cada compartimento respecto del nimero total de células
en la imagen. Una vez cuantificadas todas las imagenes, se calculo la media y el error estandar
para cada compartimento del conjunto de imagenes de un mismo raton. Por ultimo, se calculo
la media y el error estindar de cada compartimento de los distintos ratones que componian un

mismo grupo.

3.13.2.- Cortes de embriodn.

En el caso de los cortes de embridn, el alineamiento se hizo en base a la EGM, ventriculos,
corteza cerebral y sitio de la electroporacion (acumulo de células GFP*). Se coloco una gradilla
de circulos concéntricos de radio creciente cada 250 pm (desde radio 500 pm hasta 1750 um).
A continuacion, se contaron las células en cada compartimento del cuadrante que enfoca hacia
la corteza y se calcularon porcentajes de células en cada compartimento respecto del nimero
total de células en ese cuadrante. Y finalmente, se calculo el porcentaje medio y error estandar

de cada compartimento de todas las imagenes que se correspondian con un mismo tratamiento.

3.14.- Técnicas de Biologia Molecular.

3.14.1.- Aislamiento de ARN total.

El asilamiento de ARN a partir de NPC se realiz6é de dos maneras diferentes en funcion

del nimero disponible de células. En general, se utilizo la purificacion de ARN por el método



del trizol (TriReagent, Sigma). En los experimentos de nucleofeccion, debido al bajo nlimero

de células obtenido, se empled un kit comercial (RNeasy micro, Quiagen).

Las neuroesferas se recogieron y centrifugaron (600 rpm, 5 min y 22 °C) para
posteriormente disgregarlas, filtrarlas y contarlas. El sedimento de NPC (3-10° células) se

resuspendio en 1 mL de TriReagent hasta la completa lisis del sedimento celular.

Para el aislamiento de ARN total a partir de tejido, se disecciono la zona de interés y
se peso. A continuacion, se afladio TriReagent (1 mL/ 0,1 g de tejido) y se homogeneizo con
un homogenizador eléctrico. Para la extraccion del ARN total a partir de la disolucion del

trireagent (ya sea de células o tejido) se siguio el protocolo recomendado por el fabricante.

A 3 = o do o o 3 0 Ambplicd nb Refere 3

5’ ccc atc acc atc ttc cag ga
GAPDH 60 70-100
3 cga cat act cag cac cgg ¢
. . 5 ggc acc aca cct tct aca atg
actina-p (ratén) 60 70-100
3 tgg atg gct acg tac atg gct
5’ tgc cat aat cct gct ca
28S £ &= g 60 70-100
3 cct cag cca agc aca tac acc
5 agc caa cgt caa gca tct ga
CXCL12 (ratén) g £ g £ 60 70-100
3 tcg ggt caa tgc aca ctt gt
5’ cca tgg aac cga tca t
CXCR4 (ratdn) g8 £ e 60 70-100
3 ttt tca tcc cgg aag cag g
5’ tga gct ttg atc gga tec tt
Jakl > g8 : £ gf ot 60 70-100 Lange C 2010
ca cc cag aat aga ta
Q-PCR - gca ggg g 8 . g —
/ cgc ctg tgt atc ata ata tgt ttg c; ’
Jak2 geCee £ece 250
3’ aaa tca tgc cgc cac tga gc 69,6
5’ cac agt gca tgg cct atg at
Jak3 - £ 6ca ee g 60 70-100 Lange C 2010
3 agg tgt ggg gtctgagagg
5’ ct gga ttc agt tac tec cat ac
PIK3CA g8 e 60 70-100
3’ cgg agc tgt tec ttg tea tt
5 tca gea tat ttc gte t
PIK3CB g geeTcer’s 60 70-100
3’ gct ggt ctt cgt ttc ctg at
= " Roche
ccc get gat gee aaa gta
PIK3CD SCee £ 60 70-100
3 tgt tgt gtt act tct ctg agg tct g
5’ cca gac agt gtt ttt gta aga gga
PIK3CG gacdee go9gles 60 70-100
3 tce atg ccc tat geg act
Jak2 Fw 5’ tgc cag gtg gac gtg tttaaa t 67,2 _
PCR Jak2 Rev 3’ agg cat gca ata ccgagt gtt g 68 Parganas E 1998
Neo Fw 5 atc tcc tgt cat ctc acc ttg 60,7 700

Tabla VI. Relacion de oligonucleétidos utilizados para PCR. Los oligonucledtidos Jak2 Fw, Jak2 Rev y Neo Fw se
utilizaron en el genotipado de los ratones Jak2 KO.

3.14.2.- Sintesis de ADN complementario.

Para la sintesis de ADN complementario (ADNc) se utilizd el método de la
retrotranscriptasa, que sintetiza ADN a partir de una hebra de ARN. Para la sintesis del ADNc,
se utilizé la misma cantidad de ARN total de las distintas muestras de un mismo experimento
(entre 0,250 y 1 pug de ARN) y se siguio6 el protocolo recomendado por el fabricante (Super
Script First strand DNA synthesis, Invitrogen). Como control de pureza del ARN total, se
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llevo en paralelo un control negativo de la sintesis de ADNc de las mismas muestras, pero sin
retrotranscriptasa, y se comprobo la ausencia de contaminacién con ADN gendémico por PCR

convencional.

3.14.3.- Q-PCR.

Las PCR cuantivativas y semicuantitativas se realizaron utilizando como método de
deteccion de amplificacion la sonda el SYBR-green. Estos experimentos se realizaron con un
kit comercial segtn las recomendaciones del fabricante (Power SYBR Green PCR Master mix
(2x), Applied Biosystems). Todas las reacciones se realizaron en un termociclador a tiempo
real (7900 Real-Time PCR System; Applied Biosystems) en las siguientes condiciones: paso
1 (95°C y 10 min) y paso 2 (95°C, 15 s seguido de 60°C, 1 min; 40 ciclos). Los resultados se
expresaron como “veces de induccién” (RQ) calculando la diferencia de ciclos entre distintos
tratamientos de muestras ya normalizadas (AACt). Las secuencias de los oligonucleo6tidos

empleados en Q-PCR se encuentran en la tabla III.
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4.1.- Aislamiento de NPC y Cultivo de Neuroesferas

4.1.1.- Aislamiento de NPC.

Para el estudio de los mecanismos moleculares que regulan la migraciéon en NPC fue
necesario disponer de una fuente de células que crecieran en cultivo. Para ello, utilizamos
cultivos de neuroesferas, agregados esféricos de NPC, que proliferan en cultivo manteniendo

las mismas caracteristicas progenitoras durante varias semanas.

Figura 11: Aislamiento de NPC
embrionarias a E14,5. A) Vision
lateral de un embrién de raton.
B) Vista dorsal de la cabeza
donde se pueden observar
las vesiculas telencefalicas vy
el mesencéfalo bajo la piel
y el crdneo. C) Vista dorsal y
D) Vista lateral del encéfalo
donde pueden reconocerse
distintas partes a este estadio:
bulbo olfatorio (BO), vesiculas
telencefélicas (VT), diencéfalo
(Dien), mesencéfalo (Mes)
y romboencéfalo (Rom). E)
Vesiculas telencefalicas aisladas,
fuente de NPC.

Resultados

Para el inicio del cultivo de neuroesferas, se parti6 de NPC aisladas directamente de
raton. Estos precursores pueden ser de origen fetal o de ratoén adulto, dando lugar a cultivos
con caracteristicas similares. En el raton adulto, la neurogénesis se encuentra restringida a
zonas concretas (ZV-ZSV y ZSG) del cerebro, siendo su diseccion mas tediosa que en el
caso del embrion. Ademas, el rendimiento de neuroesferas es inferior cuando se trata de
tejido adulto, debido tanto al menor nimero de NPC como a su menor tasa proliferativa en
comparacion con las de origen embrionario. Por estas razones, en este trabajo solo se utilizaron

NPC de origen embrionario aisladas en aquellos estadios donde el pico de neurogénesis es
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Resultados

maximo (aproximadamente entre E11,5 y E16,5). Aislamos entonces NPC de las vesiculas
telencefalicas de embriones E14,5 (Fig. 11A y B) de ratones C57BL/6. Para ello, se extrajo
el encéfalo (Fig. 11C y D), se separaron las vesiculas telencefalicas del resto (Fig. 11E) y
se procedid a su disgregacion mecanica obteniendo una suspension celular que contiene una

mezcla de NPC y células diferenciadas.

4.1.2.- Crecimiento en cultivo de NPC como neuroesferas y su caracterizacion.

La células se cultivaron con un medio selectivo y a baja densidad celular (Fig. 12A).
El medio utilizado en el cultivo de NPC es un medio sin suero y con EGF y FGF como factores
mitogénicos. En estas condiciones, las células diferenciadas mueren mientras que las NPC
proliferan formando pequefios agregados adheridos a la placa (Fig. 12B) que, cuando alcanzan
un tamafo suficientemente grande, se despegan continuando su crecimiento en suspension y

que se denominan neuroesferas (Fig. 12C).

A) B) Q)
e NN
- ﬂ -f/
D s
50 gm 50 um s 2500

Figura 12: Cultivo de NPC como neuroesferas. A) Las vesiculas telencefalicas se
disgregaron mecanicamente y la suspension de NPC obtenida se cultivd a baja
densidad celular. B) Neuroesfera formada por la proliferacion de una célula Gnica
(aprox. 4 dias en cultivo). C) Aspecto del cultivo de neuroesferas antes de iniciar los
experimentos (aprox. 7 dias en cultivo).

El uso de este medio de cultivo, hace que la composicion de las neuroesferas sea
mayoritariamente de células indiferenciadas y con capacidad de auto-renovacion, lo que permite
que estos cultivos se puedan expandir durante varios pases sin que cambien sus caracteristicas.
Sin embargo, para evitar alteraciones moleculares que pudieran producirse por el mantenimiento
prolongado in vitro y que pudieran afectar a la reproducibilidad de los resultados obtenidos,

decidimos utilizar siempre cultivos de NPC de entre 6 y 10 dias en cultivo.

100 Figura 13: Las neuroesferas
estdn  constituidas por NPC.
— A) Inmunofluorescencia de

80 neuroesferas (aprox. 7 dias en cultivo)
disgregadas a células individuales.
Imagen representativa del marcaje
60 de NPC con (anti-nestina, rojo) y de
neuronas (anti-tubulina-Blll, verde)
utilizando anticuerpos especificos.

tipo celular en cultivo
(%)

40 B) Cuantificacion de la relaciéon de

NPC y de neuronas en el cultivo de

: 20 neuroesferas. Las barras representan

‘ la media y el error estdndar de un

Nestina/ i experimento representativo de tres
0 experimentos realizados de manera

NPC Neuronas independiente.
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En primer lugar, comprobamos que nuestro cultivo de neuroesferas contenia
mayoritariamente células indiferenciadas. Y, en segundo lugar, que las células fuesen
multipotentes, pudiendo diferenciarse a células de distinto linaje. Para ello, se analizé por co-
inmunofluorescencia la expresion de distintas proteinas que sirven de marcadores especificos
para ciertos tipos celulares de origen nervioso. Como marcador de NPC se utilizo nestina, que
es una proteina del citoesqueleto perteneciente al grupo de los filamentos intermedios. Nestina
también se expresa en otros tipos celulares como células de las criptas del intestino delgado
(Zhu et al., 2009), en astrocitos (Eddleston and Mucke, 1993; Pekny and Nilsson, 2005), bajo
condiciones inflamatorias, y en células endoteliales (Sugawara et al., 2002) durante procesos

angiogénicos.

Asi observamos que en neuroesferas el (86,7 £+ 1,8)% de las células eran NPC (Fig. 13)y
solo un (15,1 £+ 2,4)% neuronas, como denota el marcaje con un Ab anti tubulina-BIII, isoforma
especifica de neuronas (Fig. 13). En ninguin caso se encontraron células que expresasen GFAP
(del inglés “glial fibrillary acidic protein™), proteina del grupo de los filamentos intermedios

expresada en astrocitos maduros (datos no mostrados).

A)Medio de crecimiento: Mt.adio de diferenciacion:
- EGF y FGF - sin EGF y FGF Figura 14: Diferenciacion de NPC
- Sin suero - 1% Suero derivadas de neuroesferas. A)
- Tapiz de laminina Esquema del experimento de
@ diferenciacion. Neuroesferas en cultivo

siembran en cubres pretapizados con

@ 6 DIV en condiciones de crecimiento (aprox
_> @ @ _) 7 dias en cultivo), se disgregan y se

@ laminina (20 pg/mL) y se cultivan en
@ condiciones de diferenciacion durante
Neuroesfera Precursores Células diferenciadas 6 dias. B) Inmunofluorescencia con Ab

anti-tubulina-Blll, marcador especifico
de neuronas (verde) de células tras 6
dias en condiciones de diferenciacion
(imagen representativa). Q)
inmunofluorescencia con Ab anti-
GFAP, marcador especifico de
astrocitos (rojo) de las células tras 6
dias en condiciones de diferenciacion
(imagen representativa).

Para evaluar la multipotencia, NPC derivadas de neuroesferas se cultivaron en
condiciones de diferenciaciéon durante 6 dias (Fig. 14A). Tras este periodo, se evalud la
multipotencia por inmunofluorescencia utilizando diferentes marcadores celulares. En estas
condiciones, el marcaje con la isoforma tubulina-pIII muestra un aumento del numero de
neuronas presentes en cultivo, asi como el tamano y complejidad de sus neuritas (Fig. 14B).
Ademas de diferenciarse a neuronas, las NPC pueden diferenciarse a células de linaje glial
como astrocitos, detectados por inmunofluorescencia con Ab especificos para GFAP (Fig.
14C).

Estos datos corroboran que en nuestras condiciones de cultivos, las neuroesferas estan

constituidas mayoritariamente por NPC, y que estas células son multipotentes.
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4.2 .- Estudio de la Motilidad de NPC

Debido al consenso sobre el papel que juega la quimioquina CXCL12 en la regulacion
de la migracion de algunas poblaciones neuronales durante el desarrollo embrionario (Klein
et al., 2001; Li et al., 2008; Lopez-Bendito et al., 2008; Lu et al., 2002; Lysko et al., 2011;
Sanchez-Alcaniz et al., 2011; Stumm et al., 2003; Tiveron et al., 2006; Wang et al., 2011), asi
como en situaciones inflamatorias en el organismo adulto (Imitola et al., 2004; Robin et al.,
2006; Thored et al., 2006), decidimos utilizar la migracion a CXCL12 como modelo migratorio,
in vitro, de NPC.

A) B)
I |sotipo
—— CXCR4

Figura 15: NPC Expresan CXCR4. A) Analisis por
citometria de flujo de los niveles de expresion
en la superficie celular de CXCR4 (Linea negra).
El control de isotipo representado en gris.
B) Analisis por microscopia confocal de la
expresion de CXCR4. Proyeccidon en z de un
campo representativo.

CXCR4 CXCR4

En este sentido, utilizando citometria de flujo e inmunofluorescencia con Ab especificos,
se confirmé que las NPC derivadas de neuroesferas expresan CXCR4, uno de los receptores de
CXCL12 (Fig 15).

Para estudiar la motilidad de las NPC en respuesta a CXCL12 in vitro, se utilizaron
dos técnicas distintas: ensayos de migracion en tiempo real analizados por videomicroscopia y
ensayos de quimiotaxis en camara de Boyden.
4.2.1.- Eleccion del medio de migracion.

Para poder atribuir el efecto sobre la motilidad de las células al quimioatrayente

ensayado, pensamos que seria conveniente la retirada de los factores de crecimiento EGF y

FGF presentes en el medio, ya que podrian interferir en la respuesta a CXCL12. Sin embargo,
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Figura 16: Eleccion del medio de migracion. Se muestra el analisis del ciclo celular, por citometria de flujo,
de NPC cultivadas en medios de distinta composicién (medios 1-4) y a distintos tiempos de incubacion: 3 h
(panel de la izquierda), 6 h (panel del centro) y 24 h (panel de la derecha). La composicion de los medios es:
medio 1 (DMEM/F12 suplementado con BSA 1%, HEPES 25 mM), medio 2 (DMEM/F12 suplementado con N2,
D-glucosa 8,6 mg/mLy L-GIn 2 mM), medio 3 (medio 2 suplementado con EGF 1 ng/mLy FGF 1 ng/mL) y medio
4 (medio 2 suplementado con EGF 20 ng/mly FGF 20 ng/mlL). Las distintas fases del ciclo celular representadas
son: muerte, fase de crecimiento 1y quiescencia (G,/G,), fase de sintesis de ADN (S) y fase de crecimiento 2 y
mitosis (G,/M).

estos factores son importantes para la supervivencia de NPC, por lo que su retirada podria

afectar a la viabilidad de las células y, por tanto, a su capacidad de respuesta a CXCL12.

Primero, se realizaron ensayos de ciclo celular de NPC cultivadas en medios de
distinta composicion y a distintos tiempos de incubacion (Fig 16). Se ensayaron cuatro medios
diferentes: medio 1, DMEM/F12 (Suplementado con BSA 1%, HEPES 25 mM); medio 2,
medio basal (DMEM/F12 suplementado con N2, D-glucosa 8,6 mg/mL y L-Gln 2 mM); medio
3, medio basal (con EGF 1 ng/mLy FGF 1 ng/mL) y medio 4, medio basal (con EGF 20 ng/ml y
FGF 20 ng/mL). Tras los distintos tiempos de incubacion, analizamos el estado del ciclo celular
por citometria de flujo. Tras 3 h en cultivo, el ciclo celular de NPC no mostraba alteraciones
importantes con ninguno de los medios empleados, detectandose Uinicamente un pequefio
aumento de mortalidad con los medios 1 y 2 (Fig 16 panel izquierda). Tras 6 h de cultivo, se
siguen observando NPC en todas las fases del ciclo celular, con un aumento apreciable de la
mortalidad en el caso de las NPC cultivadas con el medio 1 (Fig 16 panel centro). Tras 24 h, la
viabilidad de NPC en los medios 1 y 2 esta seriamente comprometida, por lo que descartamos

la utilizacion de estos medios para la realizacion de los ensayos de migracion (Fig 16 panel

0 nM CXCL12 100 nM CXCL12

Figura 17: Adhesion de CXCL12 sobre superficies
de fibronectina o laminina. Se muestran imagenes
de microscopia confocal de cubres de vidrio
tapizados con fibronectina (20 pg/mL) o laminina
(20 pg/mL) (arriba y abajo respectivamente)
e incubadas con (1 h a 37 °C, 5 % CO, y 95 %
humedad) con PBS o CXCL12 100 nM (izquierda y
derecha respectivamente) tras la tincion con un Ab
anti-CXCL12.

Fibronectina
20 pg/mL

Laminina
20 pg/mL
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derecho). Por otro lado, observamos que los factores de crecimiento son importantes para la
supervivencia de NPC y que cantidades muy reducidas de factores de crecimiento, hasta 20
veces inferiores a las empleadas en el cultivo de neuroesferas (medio 3), son suficientes para
mantener una buena viabilidad celular incluso tras 24 h de incubacion (Fig 16 panel derecho).
Por ello, se seleccionaron los medios 3 y 4 para la realizacion de los ensayos de migracion in

Vitro.

4.2.2.- Ensayos de migracion en tiempo real: Videomicroscopia.

Empleando camaras termostatizadas acopladas a un microscopio confocal, realizamos
experimentos de videomicroscopia. Esta técnica aporta informacion adicional respecto a
los ensayos de transmigracion como, por ejemplo, la posibilidad de estudiar parametros
cinematicos en tiempo real y analizar los cambios morfologicos ocurridos en las células durante
la migracion. Ademas, en los ensayos de videomicroscopia, la quimioquina se encuentra
adherida al substrato haciendo el encuentro célula-quimioatrayente de forma similar a como
se produce en el organismo. Una desventaja, sin embargo, es que no permite la formacion de

gradientes quimioatrayentes, por lo que el movimiento celular es al azar.
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recubiertas con fibronectina
en presencia y ausencia de CXCL12, utilizando medio de migraciéon con baja concentracion de factores de
crecimiento (EGF 1ng/mL, FGF 1 ng/mL). E) y F) Muestran la cuantificacion de la velocidad media y del recorrido
total (respectivamente) realizado por NPC en superficies recubiertas con fibronectina en presencia y ausencia
de CXCL12, utilizando medio de migracidn con alta concentracion de factores de crecimiento (EGF 20 ng/mL,
FGF 20 ng/mL). En C), D), E) y F) la cuantificacion corresponde a las células de un video representativo de tres
experimentos realizados independientemente. La significacion estadistica (*) se determiné mediante la prueba
t de student. N.S., no significativo; **P < 0,01; ***P < 0,001.
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Figura 19: Ensayo de migracion sobre superficie de laminina. A) Analisis por citometria de los niveles de
expresion en la superficie celular del receptor de fibronectina (VLA-6). Para ello se utilizé un Ab anti-CD49f
que reconoce la cadena a6 del receptor (Linea negra). Como control negativo se utilizé un Ab inespecifico
del mismo isotipo que anti-CD49f (isotipo, gris). B) y C) Muestran la cuantificacién de la velocidad media
y del recorrido total realizado (respectivamente) de NPC en superficies recubiertas con laminina en
presencia y ausencia de CXCL12, utilizando medio de migracidon con baja concentracion de factores de
crecimiento (EGF 1ng/mL, FGF 1 ng/mL). En B) y C) la cuantificacion corresponde a un video representativo
de tres experimentos independientes. La significacion estadistica (*) se determiné mediante la prueba t de
student. N.S., no significativo

Para el estudio de la motilidad de NPC por videomicroscopia, se utilizaron fibronectina
y laminina como proteinas de matriz extracelular. Por inmunofluorescencia, comprobamos la
adherencia de CXCL12 sobre ambas superficies. Tapizamos cubres con fibronectina (20 pg/
mL) o laminina (20 pg/mL) seguido de una posterior incubacion con CXCLI12 (100 nM).
Y comprobamos, mediante inmunofluorescencia, que la superficie estaba homogéneamente
tapizada de CXCL12, independientemente de que la proteina de matriz extracelular fuese

fibronectina o laminina (Fig. 17 arriba y abajo respectivamente).

Resultados

En un primer lugar, estudiamos la respuesta de las NPC a CXCL12, utilizando como
matriz extracelular fibronectina. El marcaje con anticuerpos especificos para el receptor de
fibronectina (integrina 3o, 0 VLA-5) y posterior andlisis por citometria de flujo, mostré que
las NPC expresaban dicho receptor y son, por tanto, susceptibles de interaccionar con esta

proteina de matriz extracelular (Fig. 18A). A continuacion, se filmaron videos de NPC sobre

A) B) Figura 20: Comparacion de la motilidad
en NPC en superficies de fibronectina
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Figura 21: Estudio de las distintas
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fibronectina, en presencia o ausencia de CXCL12 (Peliculas 2 y 3, respectivamente, Anexo
I) adherida a la superficie durante un tiempo de 1h 30 min a 37 °C. En la figura 18B se puede
observar un ejemplo representativo de los videos ya analizados donde se observa el recorrido
realizado por las células. El examen de los videos determin6 que las NPC presentaban motilidad
basal en ausencia de CXCL12, pero que en su presencia, realizaban recorridos de mayor
longitud utilizando el medio 3 (1 ng/mL EGF y FGF) como medio de migracion (Fig. 18B). El
analisis posterior mostré que CXCL12 induce un aumento significativo de la velocidad media
de las NPC (1,645 + 0,058 wm/min vs 1,964 + 0,044 um/min) (Fig. 18C) y, como consecuencia,
se mueven distancias mas largas (145,5 + 5,7 um vs 170,9 £ 4,2 um/min) (Fig. 18D). Por otro
lado, al analizar los videos realizados con el medio 4 (20 ng/mL EGF y FGF) observamos que,

una elevada concentracion de factores de crecimiento interfiere con la migracion promovida
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por CXCLI12 (Fig. IS Ey F).

A continuacion, se realizaron el mismo tipo de experimentos, pero utilizando cubres
tapizados con laminina (20 pg/mL), en presencia o en ausencia de CXCL12. El marcaje
previo con anticuerpos especificos demostré que las NPC expresaban el receptor de laminina
(integrina 3, o, 0 VLA-6) (Fig 19A). A diferencia de los experimentos sobre fibronectina, no se
observaron diferencias significativas ni en la velocidad media (2,966 + 0,195 wm/min vs 3,191
+ 0,151 wm/min) ni en el recorrido total (270,1 £ 20,5 wm vs 287,5 + 13,8 um) al comparar el

movimiento de NPC en ausencia o en presencia de CXCL12 (Fig 19B y C, respectivamente).

Al comparar la migraciéon de NPC en laminina respecto fibronectina, observamos que
la laminina, por si sola, estimulaba la motilidad en ausencia de CXCL12 de NPC incrementando
su velocidad media significativamente respecto a fibronectina (1,137 £ 0,047 wm/min vs 2,130
+ 0,115 um/min, respectivamente) (Fig 20A). Como consecuencia del aumento en la velocidad
media, también aumenta la longitud del recorrido realizado por NPC (102,3 = 4,0 um vs 189,0

+ 10,2 um, respectivamente) (Fig 20B). De hecho, no observamos ningtn efecto promovido
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Figura 22: Ensayo de quimiotaxis. A) Esquema de la cdmara de Boyden utilizada en los ensayos de quimiotaxis.
Estad formada por dos compartimentos separados fisicamente por una membrana porosa (8 um) pretapizada
con fibronectina (20 pg/mL). En el compartimento superior se depositan las células marcadas con una sonda
fluorescente (CFSE 1 uM). En el compartimento inferior se encuentra el estimulo, CXCL12 50 nM, en disolucion.
Al difundir la quimioquina por los poros, las células la detectan y migran, a favor de gradiente, atravesando los
poros para localizarse en la cara inferior de la membrana. B) Imdgenes representativas de la superficie inferior
de la membrana una vez finalizado el experimento de migracion (16 h) y eliminadas las células no migradas de
la superficie superior. Células migradas sin estimulo (CXCL12 0 nM, izquierda), con estimulo (CXCL12 50 nM,
centro) y nimero total de células en la membrana (migradas y no migradas, derecha). Imagen de las células
en la membrana a mayor magnificacién (derecha, recuadro). C) Correlacion entre el area de fluorescencia en
las imagenes y el numero de células depositadas en el compartimento superior. Se depositaron cantidades
crecientes de NPC-CFSE* en el compartimento superior. Tras 16 h en cultivo, se adquirieron imdgenes de la
membrana (células totales, compartimento superior e inferior) y se cuantificé el area de fluorescencia de dichas
imdgenes. D) Ensayos de quimiotaxis de NPC en respuesta a CXCL12 50 nM utilizando dos medios de migracion
distintos: con baja (EGF 1 ng/mLy FGF 1 ng/mL, izquierda) y con alta (EGF 20 ng/mLy FGF 20 ng/mL, derecha)
concentracion de factores de crecimiento. Los datos representan la media de tres ensayos independientes. La
significacion estadistica (*) se determind mediante la prueba t de student. *P<0,05.
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Figura 23: La respuesta migratoria inducida por CXCL12 es dependiente de la sefializacion de CXCR4.
A) Migracion (%) de NPC en respuesta a CXCL12 50 nM (gris oscuro). Inversion del gradiente por la
adicion de CXCL12 100 nM en el compartimento superior (negro). B) Ensayo de quimiotaxis en respuesta
a CXCL12 50 nM de NPC sin tratar (izquierda) y tratadas con AMD3100 10 uM (inhibidor especifico
de CXCR4, derecha). C) Ensayo de quimiotaxis en respuesta a CXCL12 50 nM de NPC control (0,025 %
glicerol, izquierda) y tratadas con Ptx 0,1 ug/mL (inhibidor especifico de Ga, derecha). En A), B) y C) las
barras representan la media y el error estandar de un experimento representativo de tres experimentos
realizados independientemente.

por CXCLI12. Es posible que el efecto estimulador del movimiento basal que tiene la laminina

enmascare el efecto de CXCL12 sobre la motilidad celular.

Como informacion adicional de estos experimentos de videomicroscopia, detectamos
dos poblaciones celulares con comportamiento o fenotipo distinto. Uno, muy adherente, en el que
las células emiten protrusiones de membrana en varias direcciones antes de elegir la direccion
a seguir (es frecuente observar cambios en la posicion del frente de avance), recordando més al
movimiento de tipo fibroblastico o mesenquimal (Fig. 21A; Pelicula 4, Anexo I). Otro, menos
adhesivo, con menos cambios de forma, que mantiene siempre el mismo frente de avance y que
el cambio de direccion implica un giro completo de la célula (Fig. 21A; Pelicula 5, Anexo I).
Ademas, en el frente de avance se puede observar formacion de filopodios con una actividad
muy dinamica. Este fenotipo presenta una morfologia mas redondeada, dando la sensacion
de que su adhesion al substrato es menos firme y, por tanto, presenta mayor velocidad media
que las adherentes tanto en ausencia como en presencia de CXCL12 (Fig. 21B) y también
mayor recorrido total (Fig. 21C). En los andlisis realizados se observo, sin embargo, que ambas
poblaciones responden a CXCL12, aunque el efecto es mayor en el fenotipo menos adherente
(Fig. 21B y C). Tampoco se aprecio efecto alguno de la quimioquina induciendo cambio de
un fenotipo a otro (Fig. 21D). Es mads, parece que la proporcion de los distintos fenotipos
muestra cierta variabilidad entre los experimentos, resaltando la posibilidad de que se trate de

caracteristicas del cultivo, consecuencia de la heterogeneidad intrinseca de las neuroesferas.
4.2.3.- Ensayos de migracion en camara de Boyden: Quimiotaxis.
Para estudiar de modo rapido los efectos que tenia el bloqueo de distintas rutas

sefializadoras sobre el movimiento celular de NPC, empleamos ensayos de quimiotaxis en

camaras de Boyden (Imitola et al., 2004).
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Los ensayos de transmigracion (Fig. 22A) se realizaron tapizando la membrana porosa
con fibronectina (20 pg/mL) ya que los experimentos de videomicroscopia descartaron el uso
de laminina como substrato. Para facilitar la posterior cuantificacion, las células se marcaron
con una sonda fluorescente vital (CFSE 1uM) antes del ensayo. En la figura 22B se muestran
imagenes de microscopia confocal, donde se puede apreciar la superficie inferior de lamembrana
transcurrido el tiempo del ensayo en ausencia o en presencia de CXCL12 (Fig. 22B izquierda
y centro, respectivamente). Para cuantificar los experimentos, se comprobo la relacion lineal
entre los niveles de fluorescencia y el nimero de células presente en la membrana, siempre que

éstas formen una monocapa (Fig. 22C).
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Figura 24: Efecto del tratamiento con AMD3100 y Ptx sobre el ciclo celular de NPC. NPC tratadas
o sin tratar con AMD3100 10 uM y Ptx 0,1 ug/mL por un tiempo de 16 h. La disolucion de los
inhibidores se realizd con medio de migracidn con baja concentracion de factores de crecimiento.
Como control del tratamiento de Ptx, NPC se trataron con glicerol 0,025% en el medio de migracién.
Tras el tratamiento, las células se tifieron con ioduro de propidio para el analisis del ciclo celular por
citometria de flujo. A) Histogramas de ciclo celular representativos de cada uno de los tratamientos.
B) Cuantificacién del porcentaje de células (%) en cada fase del ciclo celular del experimento en
A). Las barras representan la media y el error estandar de un experimento representativo de tres
experimentos realizados independientemente.

Primero, al igual que en los ensayos de videomicroscopia, se valor6 la capacidad
migratoria en los medios de migracion, observando que las mejores condiciones se producian
con CXCL12 50 nM en el medio de migracidon que contenia 1 ng/mL EGF y 1 ng/mL FGF. Sin
embargo, cuando el medio de migracion contenia factores de crecimiento a la concentracion
utilizada para el cultivo de NPC (20 ng/mL EGF y 20 ng/mL FGF), el efecto de CXCL12 se
perdia (Fig. 22D), al igual que ocurri6 en los ensayos de videomicroscopia (Fig. 8E y F).

La migracion promovida por CXCL12 es especifica, ya que la inversion del gradiente
(afiadiendo CXCL12 100 nM en el compartimento superior) redujo el porcentaje de células
migradas significativamente (Fig. 23A). Ademas, el tratamiento de NPC con el inhibidor
especifico de CXCR4 (AMD 3100) bloqued completamente la respuesta a CXCL12 (Fig. 23B),
lo que demuestra la participacion de CXCR4 en la migracion de estas células. Por otro lado,
el hecho de que la migracion sea bloqueable por tratamiento con Ptx (0,1 pg/mL) (Fig. 23C),
es indicativo de que Gai es importante para la migracion de NPC. En paralelo, estudiamos el
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efecto de estos inhibidores sobre el ciclo celular de NPC (Fig. 24) descartando alteraciones en
la viabilidad celular en los diferentes tratamientos y demostrando la especificidad de los efectos

observados en migracion.
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4.3.- ldentificacion de Rutas de Senalizacion Implicadas en
la Migracion de NPC

Una vez puesto a punto un sistema reproducible que nos permite evaluar la migracion de
NPC en respuesta a un quimioatrayente, realizamos ensayos dirigidos a estudiar los mecanismos
intracelulares implicados. Para ello, empezamos realizando experimentos de quimiotaxis en
presencia de inhibidores especificos de distintas rutas de sefializacion. Asi, observamos que
el uso de los inhibidores: JAK?2 Inhibitor II (10 uM, inhibidor de Jak2), LY294002 (10 uM,
inhibidor genérico de PI3K) y UO126 (10 uM, inhibidor de Erk-1/2) bloqued la migracion de
NPC en respuesta a CXCL12 (Fig 25A, B y C respectivamente).

Jonmcxcliz Figura 25: Rutas de sefializacién

A) B) 50 nM cxcL12 implicadas en migracion. Se realizaron 8
50 JAK2 & PISK ensayos de quimiotaxis en respuesta a g
— — CXCL12 50 nM en presencia o en ausencia §
40 = de inhibidores especificos de distintas 7]
= = proteinas implicadas en sefializacion por Dq:,
2\«30 g quimioquinas. A) migracion (%) de NPC
:§ :§ 20 sin tratar (izquierda), control (tratadas
%20 g) con DMSO 0,1 %, centro) y tratadas con
s s Jak2 Inhibitor Il 10 uM (inhibidor de
10 Jak2, derecha). B) Migracion (%) de NPC
20 sin tratar (izquierda), control (tratadas
con DMSO 0,1 %, centro) y tratadas con
U= CS = * LY294002 10 pM (Inhibidor génerico de
FOSRR O KN PI3K, derecha). C) Migracién (%) de NPC
& @& T & & ) o
Q Q sin tratar (izquierda), control (tratadas
C) D) con DMSO 0,1 %, centro) y tratadas con
50 ERK 1/2 40 Src U0126 10 puM (Inhibidor de Erk-1/2,

derecha). D) Migraciéon (%) de NPC sin
tratar (izquierda), control (tratadas con
DMSO 0,1 %, centro) y tratadas con Src
Inhibitor | 10 pM (Inhibidor genérico
de Src, derecha). En A) y B) las barras
representan la media y el error estandar
de tres experimentos independientes.
La significacion estadistica se determind
mediante la prueba t de student. *P <
0,05; **P < 0,01. En C) y D) Las barras
representan la media y el error estandar
de un experimento representativo
de tres experimentos realizados
independientemente.
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El efecto de los inhibidores es especifico y no afectd a la viabilidad celular como
demostrd el andlisis del ciclo celular, (Fig. 26). Por otro lado, el tratamiento de NPC con
Src Inhibitor I (10 uM, inhibidor genérico de Src) no alterd la migracion de NPC a favor del
gradiente de CXCL12 (Fig. 25D) ni afect6 a la viabilidad celular (Fig. 26). Estos resultados
sugieren que las rutas de sefializacion que implican a Jak, PI3K y Erk-1/2, juegan un papel
importante en la migracion de NPC promovida por CXCL12.
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Figura 26. Efecto del tratamiento con Jak2 Inhibitor I, LY294002, UO126 o Src inhibitor | sobre

el ciclo celular de NPC. NPC sin tratar o tratadas con Jak2 Inhibitor Il 10 uM, LY294002 10 puM,
U0126 10 uM o Src inhibitor | 10 uM por un tiempo de 16 h. La disolucién de los inhibidores se
realizé con medio de migracidn con baja concentracion de factores de crecimiento. Como control
del tratamiento con los inhibidores, NPC se trataron con DMSO 0,01% en el medio de migracion.
Tras el tratamiento, las células se tifieron con ioduro de propidio para el analisis del ciclo celular
por citometria de flujo. A) Histogramas de ciclo celular representativos de cada uno de los
tratamientos. B) Cuantificacion del % de células en cada una de las fases del ciclo celular para cada
uno de los tratamientos. Las barras representan la media y el error estdndar de tres experimentos
independientes.
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4.4 .- Estudio Bioguimico de la Activacion de la Ruta Jak-Stat,
PISK y MAPK en NPC Inducida por CXCL12.

Con el objetivo de confirmar los datos con inhibidores, estudiamos si estas rutas
de senalizacion eran activadas por CXCL12 en NPC. La estimulacion con CXCL12 50 nM
produjo una rapida y transitoria fosforilacion de Akt en la Thr 308 (Fig. 27A). La fosforilacion
en Akt se relaciona con un aumento de la actividad de PI3K, confirmando la implicacion de
esta familia de lipido quinasas en la sefializacion por CXCL12. En cuanto a la superfamilia
de serin/treonina quinasas pertenecientes a las MAPK, encontramos que CXCL12 produjo un
aumento transitorio de la fosforilacion de Erk-1/2 (Fig. 27B) y de INK (Fig. 27C).

A) B) C)
0 1 5 15min 1 5 15 min 0 1 5 15min

I - 000 m—— o trc1/2 244 oo [ > 46

Figura 27. CXCL12 promueve la activacién de las proteinas Akt, ERK1/2 y JNK en NPC. Se estimularon NPC
con CXCL12 50 nM a diferentes tiempos. Los extractos celulares se analizaron mediante Wb con el anticuerpo
especifico A) anti-pAkt (Thr 308), como control de carga las membranas re-hibridaron con un Ab anti-Akt. B)
anti-pErk-1/2, como control de carga las membranas re-hibridaron con un Ab anti-Erk-1/2. C) anti-pJNK, como
control de carga las membranas re-hibridaron con un Ab anti-JNK.

Resultados

Caracteristico de la sefalizacion mediada por GPCR es la activacion de proteinas G
heterotriméricas. En el caso de las quimioquinas, la mas frecuentemente asociada es la proteina
Ga,. Como podemos observar en inmunoprecipitados de CXCR4 a partir de lisados de NPC
estimulados con CXCL12 (50 nM), la proteina Ga. se asocia al receptor de forma transitoria
(Fig. 28A).

A) B) Q)
IP:CXCR4 IP: pTyr IP:CXCR4
0O 1 5 10 20 30min

1 15 min

AN 120 K03) . ] STATSb (51.0)
0 CXCR4 (40 kD2)

5 min

— Gai (38 kDa)
"B CxCR4 (40 kDa)

pTyr

Figura 28. CXCL12 activan la proteina Ga, y la ruta de sefializacién Jak/Stat en NPC. NPC fueron estimuladas
con CXCL12 50 nM a distintos tiempos. Los extractos celulares fueron inmunoprecipitados (IP) (utilizando un Ab
anti-CXCR4 o anti-pTyr) y analizados por Wb con Ab especifico. A) IP con anti-CXCR4 y Wb con anti-Ga,. B) IP con
anti-pTyr y Wb con anti-Jak2. C) IP con anti-CXCR4 y Wb con anti-Stat5b. Como control de carga, las membranas
se re-rehibridaron con un Ab especifico anti-CXCR4 o anti-pTyr, segiin sea IP CXCR4 o IP pTyr respectivamente.
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Figura 29. CXCL12 induce la translocacion
al nucleo de Stat5b. NPC se estimularon
con CXCL12 50 nM a distintos tiempos. A
continuacion, se realiz6 fraccionamiento
subcelular para obtener la fraccién nuclear.
A) NPC fueron marcadas con colorantes
vitales fluorescentes (citosol en rojo y nucleo
en verde) previo al fraccionamiento celular
(izquierda). Nucleos aislados después de la lisis
de la membrana plasmatica con el tampén A
Extractos nucleares de extraccién de nucleos (derecha). B) Después
0 5 15 30 45min del aislamiento de Iqs nucleos, los e>.<t.ractos
nucleares fueron analizados por Wb utilizando

- STAT 5b (91 kDa) Ab anti-Stat5b. Como control de carga, las

membranas se re-hibridaron con anti-SMC3
— ~ SMC3 (150 kDa) (cohesina).

Para analizar el efecto de CXCL12 sobre las Jak, NPC estimuladas con CXCL12
fueron lisadas y los extractos celulares fueron inmunoprecipitados con Ab anti-pTyr y
analizados por Western blot con Ab anti-Jak2 especifico. Asi, encontramos que Jak2 se activaba
transitoriamente tras la estimulacion con CXCL12 (Fig. 28B). También observamos en IP de
CXCR4 que Stat 5b, una de las moléculas diana de Jak2, se asocia al receptor (Fig. 28C).
Finalmente, el fraccionamiento subcelular (Fig. 29A) de NPC estimuladas con CXCL12 mostrd
un enriquecimiento de Stat5b en la fraccion nuclear (Fig. 29B), demostrando la traslocacion de

este factor de transcripcion al nticleo una vez activado por Jak?2.

Resultados
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4.5.- Estudio del Papel de Jak2 en la Migracion de NPC
en Respuesta a CXCL12.

Aunque los inhibidores quimicos se disefian para una molécula determinada, puede
ocurrir que bloqueen la actividad de otras quinasas de forma inespecifica y que ello afecte
también a la funcion estudiada. Para estudiar mas en profundidad el papel de Jak2 en la
migracion promovida por CXCL12 en NPC, decidimos utilizar NPC derivadas del raton
deficiente en Jak2 (NPC Jak2-KO). Esta mutacion resulta letal en ratén a E12,5-E13,5, debido
a defectos graves en eritropoyesis (Parganas et al., 1998). Con el objetivo de obtener NPC
de estos ratones, decidimos utilizar embriones de estadios mas tempranos E10,5 y E11,5. A
estos estadios, la reduccion del nimero de embriones en proceso de reabsorcion respecto a
E12,5 denota una mayor viabilidad. El cultivo de NPC derivadas de embriones E10,5 tanto de
ratones control como deficientes en Jak2, mostraba unas caracteristicas diferentes a los cultivos
de NPC derivados de embriones de E14,5, por lo que fueron descartados. En particular, las

células crecian en monocapa y el nimero de neuroesferas formado era mucho menor (datos no

Resultados

mostrados). Esto, podria deberse a: un distinto comportamiento de NPC de esos estadios o, a

B)

E)  cxcra

Nestina/tubulina-BlI

RT+ RT- Isotipo

KO Wt KO Wt IIASNS

Isotipo
—— NPC JAK2KO

Tubilina B | see— —

Figura 30. Aislamiento de NPC de embriones deficientes en Jak2. A) Las imagenes muestran embriones Wt
(arriba) y Jak2-KO a E11,5 (abajo). B) Determinacion del nimero de NPC en las neuroesferas (7 dias en cultivo)
derivadas de embriones Wt (arriba) y Jak2-KO (abajo). Inmunofluorescencia con Ab especificos anti-nestina
(rojo, NPC) y anti-tubulina-Blll (verde, neuronas). C) Expresion de Jak2 en NPC Wt y Jak2-KO. Para ello se aisld
ARN total de neuroesferas de cada genotipo. Por retrotranscripcion y posterior PCR, se determind la expresion
de Jak2 en NPC (RT+) Como control de contaminacion con ADN gendmico, se realizo la sintesis de ADNc sin la
retrotranscriptasa en la mezcla de reaccion (RT-) posterior. D) La expresidn de Jak2 a nivel de proteina se analizo
por Wb a partir de extractos de NPC con anticuerpo anti-Jak2. Como control de carga, las membranas se re-
hibridaron con anti-tubilina. E) Se determind la expresion de CXCR4 en la superficie celular de NPC Wt (arriba)
y Jak2-KO (abajo) por citometria de flujo con Ab anti-CXCR4. Como control negativo se utilizd un anticuerpo
inespecifico del mismo isotipo que el anti-CXCR4.
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Resultados

que, debido al pequeiio tamafio de las vesiculas telencefalicas a E10,5, los cultivos estuviesen

contaminados con otro tipo celular diferente.

Se cultivaron neuroesferas de embriones E11,5 en las mismas condiciones que los
cultivos de neuroesferas de embriones E14,5. Para se extrajeron NPC de embriones control
y los Jak2-KO, que se diferencian por la ausencia de sangre en el higado y corazon (Fig.
30A) que determina la muerte de los embriones Jak2-KO. Para confirmar, los cultivos de
neuroesferas se genotiparon por PCR convencional (Fig. 30C) y la ausencia de expresion de
Jak2 en las células procedentes de embriones deficientes fue comprobada por WB a partir de
lisados de neuroesferas (Fig. 30D). Los cultivos de neroesferas formados a partir de NPC Jak2-
KO no presentaban diferencias apreciables en cuanto al nimero de neuroesferas, al tamafio de
éstas y a la velocidad de crecimiento (datos no mostrados) comparando con los controles. Se

caracterizaron los cultivos de neuroesferas por inmunofluorescencia con nestina/tubulina SIII y
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Figura 31. Papel de Jak2 en la quimiotaxis inducida por CXCL12. A) Ensayo de quimiotaxsis de NPC Wt (izquierda)
y NPC Jak2-KO (derecha) en respuesta a CXCL12 50 nM. B) Se determind la expresion de CXCR4 en la superficie
celular de NPC Wt (arriba) y Jak2-KO (abajo) por citometria de flujo con Ab anti-CXCR4. Como control negativo
se utilizd un anticuerpo inespecifico del mismo isotipo que el anti-CXCR4. C) Andlisis por Q-PCR de la expresion
de otros miembros de la familia Jak en relacion con la expresion de Jak2 en NPC Wt. Las barras representan la
media y el error estandar de tres experimentos realizados independientemente. La significacion estadistica (*)
se determind mediante una prueba t de student. N.S., no significativo; **P < 0,01. En D), E) y F) se muestra la
comparacion entre los niveles de expresion de otros miembros de la familia Jak en NPC Wt (izquierda) y Jak2-KO
(derecha) por Q-PCR. D) niveles de Jak1, E) niveles de Jak2 y F) niveles de Jak3. D), E) y F) muestran la media y
el error estandar de un experimento representativo de tres experimentos realizados de manera independiente.

nestina/GFAP de células derivadas de NPC control y NPC Jak2-KO. La mayoria de las células
que constituyen las neuroesferas son NPC, como se denota por el marcaje de nestina (Fig.

30B). Sin embargo, a E11,5 el nimero de neuronas maduras encontradas (tanto en los cultivos
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control como Jak2-KO) es mucho mas bajo (Fig. 30B) que el encontrado en neuroesferas
control derivadas de embriones de E14,5 (Fig. 13). Una posible explicacion seria que al derivar
los cultivos de embriones de estadios muy tempranos, estas células tengan mas tendencia
a permanecer como células indiferenciadas y proliferar en lugar de diferenciarse a células
maduras. Al igual que en neuroesferas de E14,5, en los cultivos de neuroesferas de E11,5 no

se encontraron astrocitos maduros (resultados no mostrados).
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siRNA control SIRNAJakl significacion estadistica se determiné mediante la prueba
t de student. N.S., no significativo.

Migracion (%)

El siguiente paso fue evaluar la respuesta migratoria de NPC Jak2-KO en experimentos
de quimiotaxis in vitro usando CXCL12 como estimulo. Como control, se utilizaron NPC
derivadas de embriones Wt de la misma camada que las NPC Jak2-KO. Las NPC Jak2-KO
migraban exactamente igual que los controles (Fig. 31A). Los niveles de CXCR4 eran los
mismos en ambos genotipos (Fig. 31B). La discrepancia con los resultados obtenidos con el
inhibidor Jak2 Inhibitor II (Fig. 25A) podria explicarse por un efecto inespecifico del inhibidor
0 a que otros miembros de la familia de las JANUS quinasas sustituyeran a Jak2 en su ausencia,

teniendo, por tanto, funciones redundantes en el proceso analizado.

Para discernir entre estas dos posibilidades, estudiamos por PCR semicuantitativa la
expresion de otros miembros de la familia JANUS quinasas en NPC Wty Jak2-KO. Comparando
los niveles de expresion de otros miembros de la familia JANUS respecto los niveles de Jak2
en la células Wt, observamos que las NPC Wt expresan Jakl en niveles comparables a Jak2
y niveles mucho mas reducidos de Jak3 (Fig. 31C). En este punto, pensamos que quizas los
niveles de Jakl y Jak3 estuviesen alterados en NPC Jak2-KO respecto a NPC Wt. Por ello,
se compararon por PCR semicuantitativa los niveles de Jak1 y Jak3 en ambas lineas de NPC,
observando que la expresion de Jakl y Jak3 no se encuentra alterada en NPC Jak2-KO (Fig
31D y F, respectivamente).
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Resultados

La alta expresion de Jak1 en NPC Jak2-KO podria apoyar la posibilidad de redundancia
entre Jak2 y Jak1. Para evaluar esta hipdtesis, realizamos experimentos de silenciamiento génico
con una mezcla de ARNi especificos para Jak1. E1 ARNi fue introducido en las células NPC Wt
y Jak2-KO pornucleofeccion. Los resultados fueron analizados a las 24 y 48 h tras nucleofeccion
por PCR semicuantitativa, observando un eficiente silenciamiento de Jakl en NPC Wty Jak2-
KO (Fig. 32A). El silenciamiento es especifico ya que los niveles de Jak2 en NPC Wt no estan
afectados tras el silenciamiento de Jak1 (Fig. 32B). A continuacion, se realizaron experimentos
de transmigracion para evaluar la respuesta de las NPC Jak2-KO/Jak1-KD (Knock down) a
CXCL12. No observamos ningtn defecto en la migracion de ninguna de las lineas ensayadas al
compararlos con las células control (electroporadas con ARNi control) (Fig. 32C). Esta nueva
discrepancia con los experimentos de transmigracion utilizando el inhibidor de Jak2 pone de
manifiesto que, probablemente, el inhibidor esté bloqueando, inespecificamente, otras quinasas
que participan en migracion celular. Ademas, estos datos descartan que, aunque Jak?2 se activa
como consecuencia de la estimulacion con CXCL12 en NPC, las JANUS quinasas intervengan

en su movimiento mediado por CXCL12.
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4.6.- Estudio del Papel de PI3K en la Migracion de NPC
en Respuesta a CXCL12.

Los analisis usando inhibidores quimicos sefialan a PI3K como enzima implicada en la
migracion de NPC (Fig. 25B). Es de sobra conocido el papel que desempeiia PI3K en migracion
en otros tipos celulares y, sobre todo, en células del sistema inmunologico. Existen estudios
que describen la participacion en migracion de las cuatro subunidades cataliticas de PI3K de
clase I, aunque la implicacion de uno u otro tipo de subunidad catalitica, parece depender tanto
del tipo celular como de la naturaleza del quimioatrayente (Cain and Ridley, 2009). Por eso, y
debido a la ausencia de datos en NPC, decidimos estudiar si la migracion de NPC en respuesta

a CXCLI12 usaba, preferentemente, alguna isoforma de p110.

4.6.1.- Estudio de las distintas isoformas de p110 en NPC.

De las cuatro subunidades cataliticas de PI3K de clase I, p110a y {3 tienen una expresion

Resultados

ubicua, mientras que p1109 y y parecen mas especificas de células del sistema inmunoldgico. Sin
embargo, p110d también se expresa en neuronas sensoriales durante el desarrollo embrionario
jugando un papel importante en el crecimiento axonal (Eickholt et al., 2007), proceso que,
por otro lado, presenta gran homologia con la migracion celular. Primero, determinamos los
miembros de PI3K de clase I expresados en nuestras NPC, tanto a nivel de ARNm como de
proteina. Por PCR cuantitativa (Q-PCR) absoluta, observamos que las isoformas mayoritarias
en NPC son pl10a y p (Fig. 33A). Por el contrario, los niveles de expresion de p110d y y estan

muy disminuidos, 4 veces menos p110d y 10 veces menos p110y respecto de los niveles de las

A) B) Figura 33. Expresion de isoformas de PI3K
1,50 de clase I. A) A partir de ARN total de NPC
NPC Wt, se cuantificé por Q-PCR absoluta, el
— pll0oa Numero de moléculas de ARNm de cada
una de las isoformas de cataliticas de
PI3K de clase I. De la misma manera se
cuantifico el mismo nimero de moléculas
de algunas subunidades reguladoras de
NPC Jurkat PI3K de clase IA. B) La expresion de los
distintos tipos de subunidades cataliticas
se analizd por Wb a partir de lisados de
NPC utilizando anticuerpos isoforma-
p110y especificos. Como control de expresion de
p1106 y de p110y se utilizaron extractos
celulares de células Jurkat (linea de células

T humanas).

= pll10B

s pl106

(N2 moléculas ARNm)-10°
o
&

99



Fco. de Borja Lopez Holgado

Resultados

isoformas mayoritarias (Fig. 33A). De manera semejante a lo observado por QPCR, en lisados
de NPC se detectd por Wb, utilizando Ab especificos, la expresion de pl10a y f (Fig. 33B) y
no se detectaron ni p1100 ni y (Fig. 33B). Como control, se detectd la expresion de p110d y y
en lisados de células Jurkat (linea de linfocitos T humanos) (Fig. 33B).

4.6.2.- Estudio de la migracion en respuesta a CXCL12 de NPC derivadas de ratones
deficientes en p1108 y en p110y.

Debido a la baja expresion de p110d y y en NPC, hipotetizamos que la participacion
de estas isoformas en la migracion mediada por CXCL12 seria baja o nula. Sin embargo,
para descartar su participacion, realizamos ensayos de migracion con NPC aisladas de los
correspondientes ratones deficientes en p110d (Okkenhaug et al., 2002) y en p110y (Sasaki
et al., 2000). Dado que estos ratones mutantes son viables en homozigosis, se aislaron NPC
a E14,5 de ambos genotipos y se crecieron como neuroesferas. En pararelo, y como control,
se asilaron NPC Wt en el mismo estadio. La ausencia de p1108 o p110y no afectd ni a la
formacion de las neuroesferas ni a su crecimiento (datos no mostrados). Por otro lado, tanto
las NPC p1106-KO (Fig. 34A) como las NPC p110y-KO (Fig. 34B) respondieron a CXCL12
de igual modo que las células Wt en ensayos de quimiotaxis. Estos resultados sugieren que las
isoformas de PI3K implicadas en la migracion de NPC serian p110c y .

A) B)
[Jonmcxcliz .
70 70 o Figura 34. Papel de p1106 y de p110y
en migracion promovida por CXCL12.
< 60 2\’5 60 Se realizaron ensayos de quimiotaxis
= c con NPC derivadas de embriones (E14,5)
2 50 2 50 deficientes en p1108 (NPC p1106-KO) o
S o en pl10y (NPC p110y-KO) en respuesta
.80 40 .50 40 P v ( P v ) . P
S S a CXCL12 50 nM. Se utilizaron NPC
L 30 L 30 Wt en el ensayo de migracion como
K9] o control. A) NPC p1106-KO y B) NPC
E 20 g 20 p110y-KO. Las barras muestran la media
9 9 y el error estandar de un experimento
E 10 E 10 representativo de tres experimentos
realizados de manera independiente.
0 Wit p1108-KO 0 Wit p110y-KO

4.6.3.- Estudio del papel de p110a y p en la migracion de NPC en respuesta a
CXCL12.

Estudios de migracion en otros tipos celulares demuestran que tanto p110a como f3
son importantes para la migracion. Ademas, en células endoteliales, la implicacion de una u
otra isoforma depende del ligando utilizado como quimioatrayente. Mientras p110a media la
migracion inducida por VEFG, CXCL12 requiere pl110p (Graupera et al., 2008). En nuestro
estudio, no se pudieron emplear NPC derivadas de ratones deficientes de estas isoformas, ya
que ambos ratones muestran una letalidad embrionaria temprana (E9,5 para p110a y en estadio
de blastula para p110p) (Bi et al., 2002; Bi et al., 1999) lo que imposibilita el aislamiento de
NPC. Realizamos entonces ensayos de quimiotaxis con NPC tratadas con inhibidores quimicos
“isoforma-especificos” (PIK-75 de p110a y TGX-221 de p110p) (Jackson et al., 2005; Knight
etal., 2006). Ensayos de migracion utilizando PIK-75 a 0,08 uM (Marques et al., 2009) durante
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DMSO 0,3 % PIK-750,01 upM  DMSO 0,3 % TGX-221 30 uM
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Figura 35. Papel de p110a y p110B en migracion promovida por CXCL12:
Inhibidores quimicos. A) Ensayo de quimiotaxis en respuesta a CXCL12
utilizando inhibidores isoforma especificos de distintas subunidades
cataliticas de PI3K. El ensayo de migracion se realizd en presencia de
inhibidores disueltos en el medio de migracion, PIK-75 0,01 uM (inhibidor de p110a, centro) o TGX-221 30 uM
(inhibidor de p110B, derecha). Como control, se evalué la migracién de NPC tratadas con DMSO 0,3% (izquierda).
Las barras muestran la media y el error estandar de tres experimentos realizados de manera independiente.
La significacion estadistica se determind mediante la prueba t de student. N.S., no significativo; **P < 0,01.
B) Analisis de la activacion de Akt en NPC tratadas con PIK-75 0,01 uM (arriba) o TGX-221 30 uM (abajo). Para
ello, NPC se trataron con los correspondientes inhibidores (16h en medio de migracidn). Después, las NPC se
estimularon con EGF 20 ng/mL o CXCL12 50nM a distintos tiempos. Los extractos celulares se analizaron por Wb
utilizando un Ab anti-pAkt (Thr 308) y anti-pERK-1/2. Como control de carga se re-hibridé la membrana con anti-
Akt y anti-Erk-1/2. Geles representativos de tres experimentos realizados de manera independiente.

el ensayo, mostraron un fuerte bloqueo en la migracion en respuesta a CXCL12 (datos no
mostrados). Sin embargo, el examen exhaustivo de las imagenes de la membrana mostré que
la viabilidad de las NPC estaba seriamente comprometida en presencia de este inhibidor, por
lo que el defecto en migracion debe ser atribuido a un efecto toxico del inhibidor sobre la
viabilidad celular. Por ello, utilizamos concentraciones inferiores de PIK-75 (0,01 uM) donde
la viabilidad no estuviese afectada (datos no mostrados). El tratamiento con PIK-75 0,01 uM
de NPC durante el ensayo de migracion, no mostraba defectos en la migracion en comparacion
con las células control (Fig. 35A). Estos resultados indican que la actividad de p110a no esta
involucrada en la migracion de NPC en respuesta a CXCL12, o que la concentracion de PIK-
75 (0,01 uM) usada no es suficiente para bloquear la actividad p110a. completamente. Para
descartar esta ultima posibilidad, NPC tratadas con PIK-75 0,01 uM y células control (en
iguales condiciones que en los ensayos de migracion) se estimularon con CXCL12 (50 nM) o
EGF (20 ng/mL) a distintos tiempos y la fosforilacion de Akt fue determinada por Wb de los
extractos celulares. El tratamiento con PIK-75 0,01 uM produjo una disminucion en los niveles
de fosfo-Akt (Thr 308) (Fig. 35B). Estos datos, en conjunto, indican que el tratamiento con
PIK-75 0,01 uM es suficiente para el bloqueo de la actividad de p110a y que su inhibicidén no

afecta a la respuesta de NPC a CXCL12 en ensayos de migracion.

A diferencia de PIK-75, el tratamiento con el inhibidor especifico de p110f, TGX-221
(30 uM) (Marques et al., 2009) bloqued casi completamente la migracion de NPC inducida
por CXCL12 (Fig. 35A) sin afectar a su viabilidad (datos no mostrados). El analisis por Wb
de NPC, pretratadas o no con TGX-221 30 uM y estimuladas con CXCL12 o EGF, mostr6 una
disminucion en los niveles de fosfo-Akt, demostrando su accion bloqueante sobre p110f en las

condiciones utilizadas en estos ensayos. Por tanto, los datos utilizando inhibidores especificos
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de isoforma, indican que seria la subunidad catalitica p110f, y no la p110a, la implicada en

regular las rutas de sefializacion necesarias en la migracion de NPC.
4.6.4.- Silenciamiento de p110p con shRNA especifico de p110p.

Para descartar posibles efectos inespecificos del inhibidor TGX-221 y confirmar el
efecto observado, silenciamos la expresion de p110p en NPC. Para ello, se nucleofectaron
NPC Wt con un plasmido (pRS) que codifica para un ARN pequefio horquillado (shRNA,
de inglés “short hairpin RNA”) especifico de p110f (shRNA-p110p), que habia probado un
silenciamiento efectivo en otros sistemas celulares (Marques et al., 2008; Marques et al., 2009).
Como control, se utilizaron NPC Wt nucleofectadas con el mismo plasmido, pero que contenia
un shRNA inespecifico (shRNA-control). El analisis de las células nucleofectadas por PCR
semicuantitativa mostr6 una reduccion eficiente de la expresion de p110f a nivel de ARNm a

las 48 h post-nucleofeccion (Fig. 36A) sin afectar la expresion de p110a (Fig. 36A).
Ensayos preliminares de quimiotaxis mostraron que las células nucleofectadas con
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Figura 36. La actividad de p110B es imprescindible para la migracion de NPC en respuesta a CXCL12:

Experimentos de silenciamiento génico. A) Analisis por Q-PCR de la expresion de p110 a (izquierda) y p110B
(derecha) en NPC 48 h tras nucleofeccion con shRNA especifico para p110B (shRNA p110B). Como control,
NPC nucleofectadas con un plasmido que codifica para un shRNA inespecifico (shRNA control). Las barras
representan la media y el error estandar de tres experimentos realizados de manera independiente. B) Ensayo
de quimiotaxis en respuesta a CXCL12 50 nM de NPC nucleofectadas con shRNA p110B o shRNA control.
Para facilitar la cuantificacion, NPC shRNA p110B y shRNA control fueron co-nucleofectadas con pEGFP.N3. El
ensayo de quimiotaxis se realizd 48 h post-nucleofeccion. Las barras representan la media y error estandar de 6
experimentos realizados de manera independiente. C) La eficiencia de la nucleofeccion se determind en funcion
de la expresion de GFP por citometria de flujo (histogramas representativos, derecha). Las barras representan la
media y error estandar de tres experimentos realizados de manera independiente (izquierda). La significacion
estadistica se determind mediante una prueba t de student. N.S., no significativo; *P < 0,05; **P < 0,01.
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shRNA-p110p migraban igual que las células control (datos no mostrados). Dado que la
eficiencia del silenciamiento no fue superior nunca al 50%, como determinaron los analisis
por QPCR, podria ocurrir que el efecto de la deficiencia de p110f quedara enmascarado por la
presencia de las células con niveles normales de p110f. Por ello, co-nucleofectamos las células
con dos plamidos: el plasmido que codifica para shRNA (p110f o control) y el plasmido pEGFP.
N3 en una relacion (5:1) respectivamente. La expresion de GFP nos servird de marcador para
restringir el analisis de la migracion a las células afectadas por el ShRNA. En estas condiciones,
observamos que las NPC shRNA-p110f mostraron una reducion muy significativa en la
respuesta a CXCL12 en comparacion con las células nucleofectadas con shRNA-control (Fig
36B). Como control, analizamos que las células electroporadas con shRNA-control y las
células shRNA-p1108 mostraban niveles similares de expresion de GFP (Fig. 36C). Ademas,
tampoco se encontraron diferencias de expresion en la superficie de CXCR4 en la poblacion
GFP* de ambos tipo celulares (Fig. 37). Por lo que, concluimos que el bloqueo que muestran
las NPC nucleofectadas con shRNA-p110p con respecto a las células control en la migracion,
se debe exclusivamente a la ausencia de expresion de p110p. Estos resultados y los obtenidos
con el inhibidor quimico, sugieren que la actividad de p110f es esencial para la migracion de
NPC.

NPC-GFP*

Isotipo Figura 37. Estudio de la expresion de CXCR4 en la superficie

celular de NPCtraselsilenciamiento de la expresion de p110p.
shRNA control La expresion de CXCR4 fue analizada en NPC co-nucleofectadas
______ shRNA p110B  con PEGFP.N3 y (shRNA control/shRNA p110B) por citometria
de flujo utilizando un Ab anti-CXCR4. La expresion de CXCR4
se determind restringiendo el andlisis sélo a la poblacion de
NPC-GFP*. Como control negativo de la expresion de CXCR4 se
utilizé un Ab inespecifico del mismo isotipo que el anti-CXCR4
(isotipo). shRNA control, nucleofectadas con shRNA control +
PEGFP.N3. shRNA p110B, nucleofectadas con shRNA p1108 +
. PEGFP.N3. Nucleofectadas, células nucleofectadas con pEGFP.

e N3.

Nucleofectadas

CXCR4
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4.7 .- Estudio del Papel de p110p en Migracion de NPC en
Modelos de Migracion in vivo

Con el objetivo de estudiar la relevancia de PI3K en la migracion de NPC en un
contexto fisioldgico, se utilizaron dos modelos in vivo en los que la migracion de NPC esta
regulada por CXCL12. El primer modelo, se corresponde con un modelo de migracion en el
raton adulto, en el que, tras una situacion inflamatoria aguda (como la que se produce después
de un proceso de hipoxia), tanto NPC endogenas como transplantadas migran en respuesta a
factores quimioatrayentes secretados en la region inflamada. El segundo modelo, es un modelo
de migracion de NPC durante el desarrollo, que se produce durante la corticogénesis en el
embrion, en el que estudiamos la llegada de las interneuronas originadas en la EGM a la

corteza, asi como su distribucion en las capas de ésta.

4.7.1.- Modelo de infarto cerebral focal, por fototrombosis. Estudio de la migracion
de NPC exdgenas al area de la lesion.

El infarto cerebral es una lesion producida por la falta de riego sanguineo en una zona
del cerebro como consecuencia de la formacion de un trombo. La hipoxia producida y la falta
de nutrientes, sobre todo glucosa, comprometen la viabilidad celular produciéndose muerte por
necrosis: primero de neuronas (mas sensibles) y luego de células de glia. Como consecuencia
de la muerte celular, se produce la activacion de astrocitos y células de la microglia, inicidndose
una respuesta inflamatoria en el area danada que puede comprometer mas aun la viabilidad
de las células en los alrededores de la lesion (zona de penumbra). Como consecuencia de
la respuesta inflamatoria desencadenada en la lesion, se liberan al medio varias citoquinas
y quimioquinas entre las que se encuentra CXCL12 (Bacigaluppi et al., 2009; Imitola et al.,
2004; Thored et al., 2006), promoviendo la llegada de NPC hacia el area dafiada (Imitola et
al., 2004; Robin et al., 2006; Thored et al., 2006). Existen varios modelos animales de infarto
cerebral, el mas utilizado es el de oclusion de la arteria cerebral media (MCAO, middle cerebral
artery occlusion) (Carmichael, 2005), que suele generar lesiones en el estriado de tamafio mas
0 menos variable en funcién de que la oclusion sea permanente o temporal (con reperfusion).
En general, la cirugia, en este modelo, es complicada y la mortalidad de los ratones operados

alta.
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A) Protocolo de inducciéon de isquemia cerebral local X L
Figura 38. Induccion de

Q isquemia cerebral focal por
10 min .

Eutanasia fototrombosis. A) Esquema
*X’ 2—\ ) 5%—)‘\/ ’ distintos tiempos del protocolo de induccién de

la isquemia. Tras 10 min de la
inyeccion del Rosa Bengala (via
intraperitoneal), se procede a la

Rosa Bengala

(ip) Induccién de la isquemia foto-activacion del compuesto,
Foto-activacion iluminando (15 min) con luz

15 min fria sobre el parietal derecho.

B) Dias post-isquemia (dpi) B) Imagenes representativas

de cerebros de ratén aislados a
distintos tiempos post-induccion
(dpi) de la lesion (6, 10 y 21 dias)
(panel de arriba). Tincion nuclear
de cortes coronales de cerebro
de ratdn con isquemia a distintos
tiempos post-induccion (panel
de abajo). Los cortes mostrados
se corresponden con secciones
de equivalente posicion en el eje
axial. En los cortes, se pueden
observar estructuras como el
linea discontinua marca el area

dafiada por la isquemia.

Decidimos entonces utilizar el modelo de infarto cerebral por fototrombosis (Fig. 38A)
(Carmichael, 2005; Lee et al., 2007; Schroeter et al., 2002) ya que presenta una serie de ventajas
técnicas sobre el modelo de oclusion de la arteria cerebral media: cirugia menos invasiva, mayor
viabilidad de los ratones tras la induccion de la isquemia y mayor reproducibilidad tanto en el
tamafio como en la localizacion de la lesion. A un grupo de ratones se les indujo infarto cerebral
y se analizé la evolucion de la lesion a lo largo del tiempo (Fig. 38A). A tiempos cortos, la
lesion muestra mayor tamafio y, ademas, esta constituida por tejido blando como consecuencia

del edema formado tras la isquemia (Fig. 38B). Con el tiempo, la lesion disminuye en tamafio

Resultados

asi como el edema, debido al proceso de cicatrizacion (Fig. 38B). En secciones coronales, la
lesion es facilmente reconocible por el escaso marcaje de ADN nuclear en la zona necrosada
(Fig. 38B).

A) Hemisferio ipsilateral Hemisferio contralateral

Figura 39. La induccién de la isquemia
produce astrogliosis. A) Esquema
de un corte coronal de posicién axial
equivalente a las imagenes mostradas
en B). El hemisferio que contiene la
lesion (color salmén) es el hemisferio
ipsilateral, mientras que el hemisferio
sano es el hemisferio contralateral.
Los recuadros rojos muestran
aproximadamente la region de la que
se tomaron las imagenes de B). B)
Analisis porinmunofluorescencia dela
activacion de los astrocitos en la zona
periinfartada utilizando Ab anti-GFAP
(rojo). Ademas, los nucleos celulares
fueron marcados con Hoechst 33258
(azul).

=

GFAP/Hoechst 33258
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A) B) Figura 40. En la zona infartada
8 ARNm CXCL12 se induce la expresion de

£ 7 CXCL12 y CXCR4. Se analizd
@ 6 la expresion de CXCL12 vy
2 g % ) CXCR4 en ratones a distintos
g ~— o 5 tiempos tras la inducciéon de
o * = 4 la isquemia por Q-PCR. A)
= . 3 Ratones con isquemia fueron
% i sacrificados a distintos tiempos
o ’J/\ 2 tras inducciéon. Se separd
K Vs ’ 1 el hemisferio ipsilateral del

- 0! contralateral. Se disecciond la
0 2. 6 2 6 2 3 67 23 6 7 jzonadelalesiondel hemisferio
§ i Contra lIpsi Contralateral Ipsilateral jpsilateral y la  region
= Control Isquemia equivalente en el hemisferio
/ ; . X Dias post-induccién contralateral. Extracciéon de

2 @ Q) ARN total, sintesis de ADNc y

16 ARNmM CXCR4 posterior andlisis por Q-PCR.

B) y C) Analisis de la expresion

+ + 14 de CXCL12 (B) y CXCR4 (C) en

12 el hemisferio contralateral y

©  Hemisferio  Hemisferio 10 en el ipsilateral de ratones
9 ipsilateral  contralateral con isquemia a distintos
= = g 8 tiempos tras la induccion
j . 6 (isquemia). Como control de la
_g ~— 4 expresion basal, las muestras
?8 con isquemia se compararon
§ 2 con los niveles expresados
5 + + 0 3 6 2.6 2367 23 6.7 en ratones inyectados con

Rosa Bengala pero sin inducir
la isquemia (control). Las
muestras fueron normalizadas
respecto la expresion del ARN
ribosdmico 28S. Las barras representan la media y el error estandar de un experimento representativo de tres
realizados independientemente.

Sintesis de ADNc Contra Ipsi Contralateral Ipsilateral
Q-PCR Control Isquemia

Dias post-induccion

Aproximadamente a 10 dias post-induccion, se observa la aparicion de la cicatriz glial
que separa la region necrosada de la sana y que se reconoce por el intenso marcaje de ADN
nuclear rodeando a la lesion (Fig. 38B). Por inmunofluorescencia con anticuerpos especificos
para GFAP, observamos que en la cicatriz glial se localizaba un alto niimero de astrocitos en
comparacion con la region equivalente en el hemisferio contralateral. Ademas, la intensidad
de fluorescencia es mayor en los astrocitos del hemisferio ipsilateral en comparacién con
el contralateral, lo que equivale a una mayor expresion de GFAP caracteristica de astrocitos
reactivos (Fig. 39B).

Como hemos dicho anteriormente, tras la isquemia cerebral se produce una inflamacion,
liberandose al medio muchas citoquinas y quimioquinas, entre ellas CXCL12. Para comprobar
que en este modelo se estaba expresando también CXCL12, se extrajo ARN total del hemisferio
ipsilateral y contralateral y se analizo la expresion de la quimioquina en comparacion con el
ARN de ratones sin isquemia (Fig. 40A). Como se puede observar, la expresion de CXCL12
aumento con el tiempo (Fig. 40B), incluso en el hemisferio contralateral, aunque la induccion
fue mayor en el hemisferio dafiado. En paralelo a la expresion de CXCL12 también se
observo un destacado aumento de la expresion de CXCR4 (Fig 40C), que podria explicarse
por la infiltracion y reclutamiento de células CXCR4™ en los alrededores de la lesion, como

consecuencia de la inflamacion.
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Hemisferio ipsilateral Hemisferio contralateral

Nucleo Isquemia Cicatriz glial

Isotipo
—— CD49d

CD31

VLA-4
Figura 41. Vasos sanguineos en el area periinfartada podrian soportar la extravasacion de NPC. A) La expresion
de VLA-4 en NPC se determind por citometria de flujo con Ab anti-CD49d. Como control negativo se utilizé un
anticuerpo inespecifico del mismo isotipo que el anti-CD49d. B) La presencia de vasos sanguineos en el area
periinfartada (centro) y en el nicleo isquémico (izquierda) se estudidé por inmunofluorescencia con anticuerpo
anti-CD31 (PE-CAM). A la derecha se muestra la presencia de vasos sanguineos en una region equivalente pero
en el hemisferio contralateral.

Estos resultados indican que en la evolucion de la lesion causada en el modelo de
infarto cerebral por fototrombosis se reproducen algunas de las caracteristicas del modelo de
infarto por oclusion de la arteria cerebral media: necrosis, edema y astrogliosis. Ademas, el
aumento de la expresion de CXCL12 en el hemisferio ipsilateral, como consecuencia de la
inflamacion, parece indicar que el modelo de fototrombosis podria ser un modelo apto para
estudiar la migraciéon de NPC in vivo. Una vez puesto a punto y caracterizado el modelo,
decidimos valorar las distintas vias de administracion de NPC. Para ello, utilizamos dos vias

de administracion: via intravenosa y via intraparénquimal.
4.7.1.1.- Via intravenosa.

La via intravenosa es una via de administracion menos invasiva que la via
intraparenquimal, no requiere de cirugia y se pueden inyectar volimenes grandes y mayor

namero de células.

Hemisferio Hemisferio
contralateral ipsilateral

GFP*-NSC

Citometria
de
flujo
Digestiéon Enzimatica
Transplante intravenoso Andlisis
Ratones con isquemia por
(3 dpi) microscopia

Cortes histoldgicos
Figura42. Esquema de la deteccidon de NPCtransplantadas via intravenosa en el area periinfartada.
Se transplantaron en ratones con isquemia (3 dias post-induccion) 5:10° células (NPC-GFP*) via
intravenosa. Se estudio la llegada de las células a la zona periinfartada a distintos tiempos tras el
transplante por citometria de flujo y por microscopia confocal.

La llegada de NPC a la zona de la lesion requiere de la extravasacion de las células en

el torrente sanguineo como respuesta a los gradientes quimiotacticos generados como
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Columna Figura 43. Puesta a punto de
2 4 la deteccion de NPC-GFP* en
2 homogeneizados de tejido
nervioso. Se disecciond la
corteza cerebral de ratones
sin isquemia. Mediante
digestion  enzimatica y
disgregacion mecdnica, se
obtuvo el homogeneizado
para el analisis por
B citometria de flujo. Fila A,
muestra NPC-GFP* tratadas
en las mismas condiciones
que el tejido para obtener
el homogeneizado. Para
determinar la sensibilidad
de la citometria de flujo se
contaminé homogeneizado
de tejido nervioso con
distintas cantidades de
NPC-GFP* (filas B O; fila C
D 2:10% fila D 2-10° y fila E
2-10* células). Las células se
identificaron en funcién de
la fluorescencia de la GFP
como muestra la columna
E 2 (recuadro). Los eventos
en negro representan NPC-
¥ GFP* viables. La columna 3
log SS GEP log SS log SS muestra las NPC-GFP* que se
observaban en el area recuadrada en la columna 2. La columna 4 muestra el solapamiento de los histogramas
de los homogeneizados (columna 3 y filas C, D y E) con el histograma de las NPC-GFP* (columna 3 y fila A).
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2:10
0
el

2:10°

Tejido sin Isquemia (Homogeneizado) + NPC-GFP (cells)

2104

consecuencia de la inflamacion, con lo que pensamos que podia ser un método sencillo y
rapido para evaluar la migracion de NPC a la lesion. Este método de transplante requiere de la
adhesion de NPC en el lumen de los vasos sanguineos como paso previo a la extravasacion y
entrada en el parénquima cerebral. Para ello, es necesario que las NPC expresen en su superficie
integrinas que reconozcan moléculas de adhesion expresadas en las células endoteliales. El
marcaje de NPC con anticuerpos especificos mostrd que estas células expresan VLA4 (Fig.
41A), lo que asegura la posibilidad de interaccionar con sus ligandos en los vasos sanguineos

que se encuentran en los alrededores de la lesion (Fig. 41B).

Se indujo isquemia cerebral en ratones C57BL/6 y tres dias post-isquemia, se inyectaron
via intravenosa 5-10° células NPC-GFP* aisladas de embriones (E14,5) transgénicos para GFP.
La llegada de las células a la lesion se evalud a distintos tiempos, segiin indicaba la bibliografia
(Bacigaluppi et al., 2009). El estudio de la llegada de las células se realizo por dos técnicas
distintas en paralelo, analisis por citometria de flujo de homogeneizados de tejido nervioso, y

por andlisis histologico mediante microscopia de fluorescencia (Fig. 42).

Este analisis requirio de la obtencion de un homogeneizado de tejido mediante digestion
enzimatica, seguido de disgregacion mecanica del tejido con lesion del hemisferio ipsilateral
y de la region equivalente en el hemisferio contralateral (como control) en cada raton. Dado
que, segun los datos de la bibliografia, esperabamos un bajo nimero de NPC, evaluamos si el

método era suficientemente sensible (Bacigaluppi et al., 2009). Para ello, contaminamos el
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Columna Figura 44. Deteccion de

2 3 4 NPC-GFP* (via intravenosa)
3 en el area periinfartada. Se
transplantaron en  ratones

A con isquemia (3 dias post-
induccién) 5-10° células (NPC-
GFP*) via intravenosa. 3 dias
post-transplante, se disecciond

NPC-GFP*
FS

als la corteza cerebral de ratones,
[N — . . . . el
ol : , B mediante digestion enzimatica
2 L;““ L y disgregacion mecanica, se
Zl2 obtuvo el homogeneizado
E para el andlisis por citometria
© > de flujo. Fila A) muestra NPC-
% GFP* tratadas en las mismas
ol C condiciones que el tejido para
E'r_ g obtener el homogeneizado.
oo Fila B) Control, ratones con
& isquemia (3 dias post-induccidn)
Z | = q .
L e fueron inyectados con PBS via
%ﬁ D intravenosa y sacrificados 3
E_ dias post-inyecciéon. Filas C)

y D) Ratones con isquemia (3

Tog SS GEP log SS log SS dias  post-induccién) fueron
inyectados con PBS via intravenosa. 3 post-transplante, se analizd la llegada de NPC-GFP* a la lesion en
homogeneizados del hemisferio contralateral y del ipsilateral (filas C y D respectivamente) por citometria de
flujo. Los eventos fueron clasificados en funcién de tamafio y fluorescencia de la GFP (columnas 2 y 3). En la
columna 4 se muestra el solapamiento de los histogramas de los eventos GFP* detectados en el homogeneizado
(columna 3 y filas B, Cy D) con el histograma de las células GFP* (columna 3 y fila A), comparandolos por tamafio
y complejidad.

homogeneizado de tejido infartado con diluciones seriadas de NPC-GFP*, sometidas al proceso
de homogenizacion, en paralelo, y evaluamos por citometria su presencia. El método demostro
que la homogenizacion no afecté a la viabilidad de las células y que es posible detectar NPC-

GFP* incluso en condiciones de gran dilucion (Fig. 43).

Resultados

A continuacion, se indujo isquemia cerebral en ratones C57BL/6 y tres dias post-

isquemia se inyectaron 5-10° células NPC-GFP*, evaluando la llegada de las células a la lesion

A)

Figura 45. Deteccion de NPC-GFP* en sangre tras 24
h post-transplante. Puesta a punto de la deteccién
de NPC-GFP* en sangre de ratones sin isquemia.
Para ello, muestras de sangre se contaminaron con
distintas cantidades de NPC-GFP*. Las muestras de
sangre se procesaron con versalite para su posterior
andlisis por citometria de flujo. A) Histogramas
representativos de muestras de sangre sin contaminar
(izquierda) y sangre contaminada con 2-:10* células
(derecha). Los eventos fueron clasificados por

S Lol tamano y complejidad. Las células sanguineas
I’ . (eventos en gris) se diferenciaron de las NPC-GFP* en

o)

base a la fluorescencia de la GFP (eventos en negro).

- B) Relacién entre el numero de NPC detectadas en

. { muestras de sangre contaminadas y el nimero de

iI----- I T células que se afadieron. El grafico representa la

13- - media y el error estandar de tres muestras de sangre

independientes contaminadas con el mismo ndimero
de NPC-GFP*.

Log,, (células detectadas)

0 20 2102 210° 2:10° 2:10°
células afiadidas
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a distintos tiempos post-transplante. En ninguno de los tiempos analizados se detectaron

NPC-GFP* en el tejido cerebral con isquemia o control, tanto por citometria de flujo (Fig. 44)

como por microscopia (datos no mostrados). Es posible que las NPC en sangre presenten una

viabilidad reducida o que las células no lleguen a la lesion. Analizamos entonces la presencia

de NPC en sangre 24 h tras el transplante via intravenosa de 5-

10° células NPC-GFP" en

ratones sin isquemia, y se analizaron las muestras de sangre por citometria de flujo. Para ello,

se contaminaron muestras de sangre con diluciones seriadas de NPC-GFP* y se procesaron para

su deteccion por citometria (Fig. 45A, B). El procesamiento de las muestras de sangre no afecto
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Figura 46. Trasplante de NPC-
GFP* via intraparenquimal en
el hemisferio contralateral.
Se transplantaron,
via intraparenquimal,
aproximadamente 10° NPC-
GFP* (3 dias post-induccion)
en el hemisferio contralateral
de ratones con y sin isquemia.
Se analizd la localizacion de
las células a distintos tiempos
post-transplante  (dpt) por
microscopia de fluorescencia,
a 3 (arriba) y 7 (centro) dias
post-transplante (dpt). En la
cuantificacion, se clasificaron
en proximales (hacia la lesion)
y distales (direccion contraria
a la lesiéon) tomando como
origen el sitio de la inyeccidn.
Ademas, se midid la posicidn
de las células respecto del
origen. Los  histogramas
muestran  la  media del
porcentaje de células (%)
en cada compartimento
de cada grupo de ratones.
Como control, se analizé la
localizacion de  NPC-GFP*
en ratones sin isquemia. n
representa el numero de
ratones en cada grupo.

a la viabilidad de NPC, permitiéndonos detectar en sangre cantidades muy pequeiias de NPC-

GFP* (Fig. 45B). Sin embargo, al evaluar su presencia en sangre 24 h tras el transplante, no
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se detectd ninguna NPC-GFP* (datos no mostrados) en ninguno de los ratones tranplantados,

probablemente las células quedasen retenidas en algun tejido (pulmon, higado, y/o rifion).

La imposibilidad de detectar las células del transplante en la lesion cuando éstas
fueron administradas via intravenosa hizo que nos plantedramos otras vias alternativas, como

la inyeccidn intraparenquimal.
4.7.1.2.- Via intraparenquimal.

En este método, el transplante de células se hace directamente en el parénquima del
cerebro. Asi, las células tranplantadas migran desde el sitio del transplante a la zona isquémica
en respuesta al gradiente quimiotactico. Para ello, depositamos las células en dos localizaciones

diferentes:

Transplante contralateral: Las células se transplantaron en el cuerpo cayoso del hemisferio

contralateral, ya que esta estructura conecta los dos hemisferios y, por tanto, facilita la
migracion desde el hemisferio contralateral al ipsilateral. Para ello, se transplantaron 10° NPC-
GFP* (bregma -2,06 mm, -1 mm lateral, 1 mm profundidad) en el hemisferio contralateral de

ratones con isquemia (tres dias post-induccion).

A)

eipow e3aull

Ri
£
[
=)
=3

2

Isquemia

7 dpt

Figura 47. Trasplante de NPC-GFP* via intraparenquimal en el hemisfr:erio contralateral. A) Imagen
representativa de la localizacién de las NPC-GFP* a 3 dias post-transplante (izquierda). Las células se detectaron
por la fluorescencia de la GFP (verde). El ADN nuclear fue detectado por tincion con Hoetsch 33258 (azul).
Las NPC-GFP* en el recuadro 1 se muestran a mayor amplificacion a la derecha. B) Comparacion del sitio de
transplante en los distintos grupos de ratones y cercania del transplante respecto de la lesién. Imagenes
representativas de las células transplantadas (verde). El ADN nuclear fue detectado por tincién con Hoetsch
33258 (azul) . La linea discontinua marca el area dafiada por la isquemia. La linea de puntos marca el sitio de
transplante y origen de la cuantificacién.

La evaluacion de la migracion se realizo por microscopia de fluorescencia en secciones
de cerebro de raton en las inmediaciones de las coordenadas fijadas. Una vez encontrado el

sitio del transplante en el hemisferio contralateral, se observo que, en ratones con isquemia,
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la distribucion de células a ambos lados del sitio la inyeccion es la misma (Fig. 46). A tres
dias post-transplante se observo un mayor numero de células en la direccion de la lesion y,
ademas, mostraban un fenotipo migratorio. En este grupo de ratones, el sitio de la inyeccion
estaba desplazado aproximadamente 500 um hacia la lesion respecto las coordenadas fijadas
(Fig. 47). Esto nos indujo a pensar que quiza la cercania del sitio de inyeccion a la lesion
fuese importante para favorecer la migracion, debido a una mayor proximidad a la fuente del

quimiotrayente.

Transplante ipsilateral: Tratamos de acercar el sitio de transplante a la zona de la lesion evitando

asi la pérdida del gradiente quimioatrayente por la distancia. Para ello, modificamos la posicion
de la lesion, haciéndola més lateral, dejando hueco para el transplante en el mismo hemisferio
(Fig 48A). Asi, 10° células NPC-RFP* se transplantaron en las coordenadas (bregma -2,06
mm, 0,5 mm lateral, I mm profundidad), analizdndose la localizacion de las células a los 3
dias post-transplante. Como se puede observar, en estas condiciones, las células se mueven y
se orientan hacia la lesion. Ademas, presentan morfologia polarizada emitiendo proyecciones

de membrana dirigidas hacia la zona dafiada (Fig. 48B).

Figura 48. Trasplante de NPC-

A) Induccién de isquemia I di e 3
EorOCtation (Iete) (e GFP* via intraparenquimal en
(15 min) CU€erpo cayoso el hemisferio ipsitralateral.

A) Esquema del experimento.
La induccién de la isquemia
se realizd mas lateral dejando
espacio entre la lesion y la
linea media para acomodar
el transplante sobre el cuerpo
cayoso. 3 dias post-induccion
(dpi), se transplantaron
aproximadamente 10° células
NPC-RFP*. La localizacion de
las células se analiz6 a 3 dias
post-transplante  (dpt) por
microscopia de fluorescencia.
B) Posicion del transplante
de células respecto a la lesion
(abajo, izquierda y rojo).
Imagen representativa de
NPC-RFP* en las cercanias de
la lesién (arriba, izquierda
y rojo). La linea discontinua
marca el area dafiada por la
isquemia. La linea de puntos
marca el sitio de transplante y
origen de la cuantificacién. C) A
la derecha se observan células
en las dreas recuadradas en
B). EI ADN nuclear se tifié con Hoetsch 33258 (azul). La linea discontinua marca el drea dafiada por la isquemia.
Las flechas sefialan células con morfologia de neuronas en migracién, emitiendo proyecciones en la direccion
de la isquemia.

10 min 3 dpi 3dpt
oy »Mﬁ @

Rose \
Bengal Transplante ipsilateral

coordenadas estereotaxicas
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Quisimos analizar entonces el papel de p110f en la migracion de NPC inducida en
situacion de isquemia. Para ello, se tranplantaron (tres dias post-isquemia) ratones con una
mezcla de NPC wt y deficientes en p110f en una relacion (1:1) en posicion ipsilateral (Fig.

49A). Las células utilizadas se nucleofectaron como en los experimentos de migracion in vitro
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con una mezcla de shRNA-p110f y pEGFP. Como control, se utilizaron NPC aisladas de
raton transgénico para la proteina roja fluorescente (RFP, del inglés “red fluorescent protein”),
crecidas como neuroesferas y electroporadas con shRNA-control (Fig. 49A). Las NPC-RFP
responden a la quimioquina de la misma manera que lo hacen las NPC-Wt. 36 h después de la
nucleofeccion, las neuroesferas se disgregaron y se prepar6 una mezcla de NPC-RFP-shRNA
control y NPC-GFP-shRNA-p110f. Por citometria de flujo, se comprobd que la mezcla de
células estuviese compuesta por el mismo nimero de células RFP* que de GFP~ (Fig. 49B).

Tres dias después del transplante, se estudid la localizacion de las células por

inmunofluorescencia en secciones de cerebro. Los resultados demostraron que no habia
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Figura 49. Evaluacion del papel de p110 en la migracion de NPC hacia la zona infartada. A) Se nucleofectaron
por separado NPC Wt (con la mezcla shRNA p110B + pEGFP) y NPC RFP* (con shRNA control). 36 h tras la
nucleofeccion se mezclaron de forma que tuviésemos RFP:GFP (1:1). La mezcla de células se transplantd en
ratones con isquemia (3 dias post-induccién). La posicion de las células se analizé 3 dias post-transplante (dpt)
por microscopia de fluorescencia. B) Por citometria de flujo se comprobd que la mezcla de células para el
transplante tenia la misma cantidad de células RFP* que GFP* (abajo, derecha). Arriba y derecha, se muestra la
eficiencia de nucleofeccion en las células NPC shRNA p110p. Abajo e izquierda, se muestra la fluorescencia de
las NPC RFP* nucleofectadas con el shRNA control. Como control negativo se utilizaron NPC Wt nucleofectadas
con shRNA control. C) Analisis de la posicidn relativa de las células NPC shRNA p110 B (verdes) respecto de
las NPC shRNA-control (rojo) (arriba). Posicidn del sitio del transplante respecto de la lesion (abajo). La linea
discontinua marca el area dafiada por la isquemia. La linea de puntos marca el sitio de transplante y origen de
la cuantificacion. D) Cuantificacidn del nimero de células en cada compartimento respecto al sitio de inyeccion.
Las barras muestran la media y error estandar de dos ratones distintos.

113



Fco. de Borja Lopez Holgado

Resultados

diferencias en términos de migracion entre las NPC-GFP-shRNA-p110f y las NPC-RFP-
shRNA control. Es muy probable que el tiempo necesario para la evaluacion de las células no
sea compatible con el tiempo en el que el silenciamiento es efectivo o que la eficiencia de la
nucleofeccion no haya sido suficiente como para que el efecto sea evidente . La dificultad en
coordinar esas cinéticas, la variabilidad entre animales y el bajo nimero de células obtenido
tras la electroporacion, nos hizo buscar otros modelos donde analizar el efecto de p110f sobre

la migracion de progenitores neurales.

4.7.2.- Modelo de invasion de la corteza cerebral por interneuronas originadas en la
eminencia ganglionar media (EGM).

La corteza cerebral se origina por la llegada de distintos tipos de neuronas a la PC.
Por un lado, las neuronas de proyeccion que migran radialmente desde la zona neurogénica

dorsal (en contacto con los ventriculos) (Fig. 3). Por otro lado, y de manera coordinada con

Migracidn de interneuronas en cultivos organotipicos Figura 50. Esquema experimento de

t=0h t=36h migracidon en cultivos organotipicos.

Electroporacién Tras electroporacién ~ A) Esquema de un corte coronal de

uno de los hemisferios cerebrales de

un embrién de ratén en desarrollo

(E13,5). Eminencia ganglionar media

(EGM), zona ventricular (ZV), zona

subventricular (ZSV), zona intermedia

(21), placa cortical (PC) y zona marginal

(zM). B) Esquema experimento de

migracion en cultivos organotipicos.

Las secciones coronales de cerebro de

embridén (E13,5) se depositan sobre

filtros para el cultivo de explantes. A

continuacidn se inyecta en la EGM una

disolucion que contiene un plasmido

que codifica para la GFP y se electropora (t=0). Tras 36 h en cultivo (t=36 h), en presencia o ausencia de TGX-
221 60 uM, se evalud la emigracion de las interneuronas desde la EGM (flecha verde).

Palio
(dorsal)

DMSO/TGX-221

Subpalio
(ventral)

ellas, llegan a la PC las interneuronas que se originan en la EGM (Fig. 3). Las eminencias
ganglionares se encuentran en el subpalio, con lo que las interneuronas migran tangencialmente
hasta la corteza. Se sabe que CXCL12 se expresa en la corteza cerebral, a lo largo de la ruta de
migracion seguida por las interneuronas (Daniel et al., 2005; Stumm et al., 2007; Tham et al.,
2001; Tissir et al., 2004), y parece que juega un papel importante limitando su movimiento a lo

largo de la ZI/ZSV y la ZM, evitando asi, la invasion prematura de la PC por las interneuronas
(Fig 3).

Elmodelo utilizado de invasion de la corteza por interneuronas en cultivos organotipicos,
es un modelo pseudo in vivo, desde el punto de vista de la metodologia empleada. En estos
experimentos se realizan cortes coronales de cerebro de ratdn en el estadio en el que empiezan
a originarse interneuronas en la EGM (E13,5). Estas secciones se colocan en cultivo de forma
que las interneuronas completen su migracion ex vivo, pero el contexto en el que se produce
la migracion es el mismo que el que se produciria in vivo. Una vez puestas las secciones en
cultivo, se electroporaron las células de la EGM con un plasmido que expresa la proteina GFP
(t=0h) (Fig. 50B, izquierda) para facilitar su seguimiento desde la EGM hasta la corteza (Fig.

50B, derecha). Dado que, in vitro, el inhibidor quimico demostro ser muy especifico de p110p,
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realizamos cultivos organotipicos de secciones de raton de E13,5 en presencia o ausencia de
TGX-221. El inhibidor se afiadia en el t = 0 h y los resultados se analizaron 36 h después
(Fig 50B, derecha). En las secciones control, después de 36 h en cultivo, se observd que las

interneuronas abandonan la EGM para dirigirse hacia la corteza (Fig. 51A, izquierda).

Ademas, estas células se encuentran polarizadas, con una o varias proyecciones de
membrana en el frente de avance y el nucleo en la parte trasera, mostrando la morfologia tipica
de precursores neuronales en migracion (Fig. 51B). Es de destacar que la mayoria de las células
estaban orientadas hacia la corteza cerebral. El tratamiento de las secciones con TGX-221 60
uM mostré un bloqueo completo de la migracion de las células de la EGM hacia la corteza

(Fig 51. A, derecha). Este defecto se debe a bloqueo en la migracion y no a defectos en la
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Figura 51. Papel de p110B en la migracion de precursores neuronales en cultivos organotipicos. A) Imagenes
representativas de secciones coronales a 36h en cultivo tras la electroporacién con pCAGGS-GFP. El cultivo de
las secciones se realizd en presencia de TGX-221 60 uM (derecha) o DMSO 0,6% como control (izquierda). Las
interneuronas se reconocen por la expresion de GFP. B) Imdgen de mayor amplificacion del drea recuadrada en A),
recuadro 1. Se observa que todas las células se encuentran polarizadas con la morfologia tipica de interneuronas
en migracion. Las flechas sefialan células con el frente de avance en la direccién de la corteza cerebral . C)
Gradilla calibrada de circunferencias concéntricas (radio creciente cada 250 um) utilizada para la cuantificacidn
de la migracion. La circunferencia de menor tamafio (0 um) contiene el agregado de células electroporadas en
la EGM y no se cuantificé. En la cuantificacion sélo se considerd el cuadrante que estaba dirigido hacia la corteza
cerebral por ser la direccion que presentan las interneuronas en la migracidn tangencial. D) Cuantificacion del
numero de células (%) en cada compartimento en secciones tratadas con DMSO 0,6 % o TGX-221 60 puM. Las
barras muestran la media y el error estandar de cada compartimento en las distintas secciones (DMSO n=7, TGX-
221 n=8). La significacién estadistica (*) se determind mediante la prueba t de student siendo. **P < 0,01; ***P
< 0,001. La linea discontinua marca el borde del corte cerebral (A, panel derecho).
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viabilidad de estas células, ya que no se apreciaron diferencias en este sentido con respecto a
las células no tratadas (datos no mostrados). Para la cuantificacion de las imagenes se utilizo
una gradilla calibrada y se contaron el numero de células dentro de cada compartimento (Fig.
51C, izquierda). Los resultados indican que el bloqueo de p110p provoco una acumulacion de
células muy significativa en los compartimentos cercanos a la zona electroporada (Fig. 51C,
izquierda). Concluyéndose, que la inhibicion de p110p impide la migracion de las interneuronas

hacia la corteza (Fig. 51C, izquierda).
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5.- DISCUSION

Durante la embriogénesis juega un papel critico el movimiento celular. Multitud de
tipos celulares se mueven coordinadamente a lugares, incluso muy alejados para, culminar la
generacion de los distintos 6rganos que constituyen el organismo. Por ejemplo, los progenitores
hematopoyéticos durante el desarrollo se localizan en tejidos extra embrionarios (saco vitelino)
en estadios mas tempranos (Cumano et al., 1996), en el higado (Moore and Metcalf, 1970) en
estadios més avanzados y, finalmente, en la médula 6sea. Mas complejo aun resulta el desarrollo
del SNC y SNP (Sistema Nervioso Periférico), donde el movimiento celular es, de nuevo,
critico para formar, por ejemplo, las distintas capas del cerebelo (Tiveron and Cremer, 2008), la
laminacion de la corteza cerebral (Rakic, 2009) y la formacion del giro dentado del hipocampo
(Lu et al., 2002). Pero la complejidad del sistema nervioso no queda ahi. Una vez las células
alcanzan su posicion final, emiten neuritas para establecer las conexiones sinapticas apropiadas
con otras neuronas, a veces incluso, en localizaciones distantes gracias al crecimiento axonal,
proceso que, por otro lado, tiene gran semejanza con la migracion celular (Lin and Holt, 2007).
Tanto la migracion neuronal como el crecimiento axonal, estan finamente regulados por la
accion de varias proteinas, que actian como quimiorrepelentes o quimioatrayentes. Por lo

tanto, una migracion neuronal defectuosa tiene dramaticas consecuencias en la conectividad de
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sistema nervioso que afectan al correcto funcionamiento del mismo. Defectos en la migracion
del SNC produce heterotopias con severas alteraciones funcionales para el organismo, en el
caso de que se complete el desarrollo, como por ejemplo: retraso mental, ataques epilépticos,
transtorno bipolar o esquizofrenia (Di Cristo, 2007; Kerjan and Gleeson, 2007; Manent et al.,
2009; Valiente and Marin, 2010).

El descubrimiento de la neurogénesis, en el adulto, suscito grandes expectativas en los
procesos de autoreparacion en el sistema nervioso central, aunque hoy dia se sabe que su funcion
es mas homeostatica, restringida mayoritariamente a la regeneracion de interneuronas en el
bulbo olfatorio y en el giro dentado del hipocampo, siendo importante para la correcta funcion
de estas estructuras (Ihrie and Alvarez-Buylla, 2011; Ming and Song, 2011). Sin embargo,
ante un dafio cerebral, se produce una activacion de las zonas neurogénicas y la migracion
de precursores hacia la zona dafnada (Arvidsson et al., 2002; Thored et al., 2006), aunque el

numero de neuronas que completan su diferenciacion y se integran, para sustituir las células
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perdidas tras la dafio, es normalmente insuficiente (Bacigaluppi et al., 2008; Bliss et al., 2007).

Cada vez son mas los factores implicados en la migracion de precursores neuronales,
aunque todavia no son bien conocidos los mecanismos moleculares subyacentes que conectan
los quimioatrayentes con la activacion de la maquinaria necesaria para el movimiento celular.
Gran parte de las rutas de sefializacion necesarias para la migracion se conocen por extrapolacion
de lo que ocurre en células del sistema inmunoldgico, donde han sido extensamente estudiadas
y definidas. Pero, nada se conoce sobre si algunas rutas se activan especificamente en uno u
otro tipo celular. De hecho, incluso en las propias células inmunoloégicas, factores necesarios en
algunos casos, no lo son en otros. Por ejemplo, células T deficientes en la subunidad catalitica
de PI3K pl10y muestran migracién defectuosa dependiendo del quimioatrayente (Martin et
al., 2008). Es, pues, necesario profundizar en los mecanismos moleculares que gobiernan la
migracion neuronal, para poder disefiar nuevas estrategias terapetticas en el tratamiento de
distintas enfermedades del SNC.

5.1.- Aislamiento y Cultivo de Neuroesferas.

En este proyecto hemos utilizado NPC, que son células capaces de autorrenovarse
y diferenciarse, ya que su papel es crucial para el mantenimiento de la homeostasis tisular y
para activar, cuando sea preciso, los mecanismos de reparacion y regeneracion tras un dafio.
Su localizacion en zonas dafiadas, junto a estas caracteristicas, les confiere un alto potencial

terapéutico.

Todavia no se conocen marcadores especificos de NSC, por lo que se utiliza un
criterio funcional para definirlas (Ihrie and Alvarez-Buylla, 2011; Pastrana et al., 2011). Asi,
se identifican como cé¢lulas madre las que, cultivadas a densidad clonal, forman neuroesferas.
Estas células cumplen con la propiedad de autorrenovacion, ya que tienen capacidad de formar

nuevas neuroesferas, y multipotencia, ya que pueden diferenciarse a distintos tipos celulares.

Asi, las neuroesferas constituyen una fuente de NPC en cultivo estable que se puede
utilizar durante varios pases. Sin embargo, aunque las condiciones del cultivo de neuroesferas
son especificas para el enriquecimiento de NPC, no permite disponer de una poblacion
celular uniforme. Al igual que ocurre in vivo, las NSC al dividirse van a dar lugar a células
amplificadoras intermedias (células progenitoras) y éstas, a su vez, dan lugar a neuroblastos,
los cuales completan su diferenciacion a neuronas. Muchos de los marcadores utilizados en
la purificacion de estas poblaciones son comunes a varios tipos celulares (células madre,
progenitores y precursores) (lhrie and Alvarez-Buylla, 2011; Pastrana et al., 2011). Ademas, la
diferenciacion espontanea entre estos tipos celulares hace que las neuroesferas estén compuestas
siempre por una mezcla de células, incluso cuando se ha partido de una poblacion inicial
purificada (Reynolds and Rietze, 2005). También es dificil calcular el porcentaje de cada uno
de los tipos celulares que constituyen las neuroesferas, y como estos porcentajes pueden verse
alterados por diferencias entre el estadio embrionario fuente de NPC, condiciones y tiempo
del cultivo, por lo que, de hecho, pueden encontrarse algunas variaciones al analizar distintos
trabajos publicados (Barnabe-Heider et al., 2005; Qian et al., 2000; Tran et al., 2004; Vicario-



Abejon et al., 2003). Las neuroesferas que hemos empleado en este trabajo estin compuestas
por un alto porcentaje de células indiferenciadas, como demuestra el marcaje con nestina,
proteina de la familia de los filamentos intermedios que se expresa en todos los tipos de NPC
(NSC, progenitores y precursores). En neuroesferas primarias (7 dias en cultivo) observamos
un pequefio porcentaje de neuronas, cuyo origen podria ser neuronas formadas de novo, como
consecuencia de la diferenciacion terminal de las NPC presentes en la poblacion, o neuronas
procedentes del tejido embrionario, que sobrevivieron en cultivo gracias a factores secretados
por las NPC.

En ninguin caso se encontraron astrocitos maduros en los cultivos de neuroesferas. Esto
podria deberse a que durante el desarrollo embrionario la neurogénesis y la gliogénesis tienen
lugar de forma secuencial. En estadios tempranos, entre E11 y E18, se produce la neurogénesis,
lo que permite establecimiento de las conexiones neuronales en un medio libre de otros tipos
celulares (Miller and Gauthier, 2007). Aproximadamente a E18, cambia la potencialidad de
las NPC y se generan células de glia: astrocitos, entre E18 y la primera semana postnatal,
y oligodendrocitos, en la primera semana post-natal (Ihrie and Alvarez-Buylla, 2011; Miller
and Gauthier, 2007; Spassky et al., 2005). Esta separacion entre neurogénesis y gliogénesis,
permite que las células de glia se distribuyan por el SNC para interaccionar con los circuitos
neuronales ya existentes. Esta transicion también se da in vitro, ya que, en experimentos
de diferenciacion de NPC, se generan siempre primero neuronas, después astrocitos y por
ultimo oligodendrocitos (Barnabe-Heider et al., 2005; Qian et al., 2000). Experimentos de
diferenciacion de NPC obtenidas de distintos estadios embrionarios, cultivadas en las mismas
condiciones, muestran que la relacién neuronas/glia va disminuyendo segun las NPC derivan
de embriones de estadios mas tardios (Qian et al., 2000). Lo que resalta la existencia de
un programa genético que promueve la neurogénesis, evitando la gliogénesis, como es la
expresion de factores de transcripcion de la familia bHLH (del inglés “basic helix loop helix™)
(Nieto et al., 2001) y modificaciones epigenéticas que bloquean la expresion de genes pro-
gliogénicos (Fan et al., 2005; Namihira et al., 2004; Takizawa et al., 2001). Sin embargo, el
ambiente extracelular es importante. El transplante de NPC derivadas de estadios neurogénicos
transplantadas en secciones de cerebro embrionaros, se diferencian a neuronas; mientras que,
si el transplante se realiza en secciones de cerebros post-natales, se diferencian a células gliales
(Morrow et al., 2001). Las neuronas que se generan durante el desarrollo secretan al medio
una citoquina gliogénica, CT-1 (cardiotrofina-1) que es imprescindible para que se produzca
el cambio neurogénesis-gliogénesis. Asi, las propias neuronas regularian la potencialidad de
las NPC, no induciéndose el comienzo de la gliogénesis hasta que el nimero de neuronas sea
adecuado (Barnabe-Heider et al., 2005).

Ennuestros experimentos con neuroesferas derivadas de embriones E11,5, el porcentaje
de neuronas es bajo en comparacion con cultivos derivados de E14,5, lo que se explica porque
a estadios tan tempranos, las NPC se dividen mayoritariamente por division simétrica para

aumentar su nimero antes de comenzar la neurogénesis (Qian et al., 2000).

En cuanto a los experimentos de diferenciacion, en nuestras condiciones, las NPC

mantienen sus propiedades multipotentes, ya que son capaces de diferenciarse tanto a células
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de linaje neural como glial. El hecho de que se trabaje con una mezcla de progenitores y que no
sea posible trabajar con una poblacién homogénea, esta poniendo en discusion la multipotencia
de las NPC vivo (Ming and Song, 2011; Pastrana et al., 2011). Podria ocurrir que existieran en
el cerebro distintos tipos de NSC con distinto potencial, unas neurogénicas y otras gliogénicas
que se activasen en distinta ventana temporal durante el desarrollo. Sin embargo, en estudios a
nivel clonal sobre la progenie celular de NPC muestran que, al menos in vitro, neuronas y glia

derivan de una misma célula (Qian et al., 2000).

5.2.- Estudio de la Motilidad de NPC.

Las NPC tienen una alta capacidad migratoria, y es el balance entre quimioatrayentes
y quimiorrepelentes a los que se encuentran expuestas, lo que establece la direccionalidad
del movimiento celular in vivo. Entre aquellas moléculas con actividad quimioatrayente y/o
motogénica se encuentran Nrgl, CXCL12, HGF, FGF2, BDNF y NT4. La union de dichas
moléculas a su correspondiente receptor en la superficie celular, inicia la sefializacién necesaria
para que el citoesqueleto se remodele produciendo movimiento celular. Aunque son muchos
los estimulos, dado que el efecto final es siempre promover la migracion, podemos suponer
que muchas de las sefiales intracelulares son comunes a todos. Sin embargo, es también logico
pensar que existiran cascadas de sefalizacion especificas de cada ligando e incluso del tipo
celular. De hecho, este es el caso de las células del sistema inmunologico, donde, por ejemplo,
PI3KYy es esencial para el movimiento de neutrdfilos dirigido por las quimioquinas, mientras
es prescindible para el mismo estimulo en células T. El estudio de la sefializacion asociada al
movimiento neuronal ha sido poco abordado y, sin embargo, es un punto clave para el disefo

de nuevas aproximaciones terapetticas a las enfermedades del SNC.

La quimioquina CXCLI12 juega un papel importante promoviendo la migracion de
NPC durante el desarrollo embrionario (Borrell and Marin, 2006; Klein et al., 2001; Lu et al.,
2002; Tiveron et al., 2006) y también en el adulto, donde CXCL12 regula la localizacién de
NPC en la ZSV y actia como factor motogénico de los neuroblastos facilitando su migracion
hacia el bulbo olfatorio (Kokovay et al., 2010). Dado el potente papel como quimioatrayente
que presenta sobre determinados tipos de NPC durante el desarrollo (Klein et al., 2001; Li et
al., 2008; Stumm et al., 2003; Wang et al., 2011; Zhu et al., 2002), no es de extranar que el SNC
se haya reservado la induccion de la expresion de CXCL12 en situaciones de dafo cerebral
como mecanismo de atraccion de NPC a la lesion, para poder asi participar en los mecanismos
de reparacion tisular en el adulto. En esta linea, son muchos los trabajos que muestran que la
funcion de CXCL12 difiere de la de otras quimioquinas, en cuanto a que no es una quimioquina
inducible en inflamacion, sino que tiene un papel homeostatico en el organismo (Mithal et al.,
2012). De hecho, se piensa que CXCL12 es una quimioquina ancestral (Huising et al., 2003),
evolutivamente, cuyo papel original es dirigir la migracion durante el desarrollo embrionario
(Mithal et al., 2012), lo que se confirma con el elevado niumero de alteraciones que presenta el
raton deficiente en CXCL12 en diversos tejidos, entre los que se encuentra el SNC (Ma et al.,
1998; Nagasawa et al., 1996; Stumm et al., 2003). Es por esta razon que elegimos CXCL12

como modelo de migracion in vitro.



5.2.1.- Eleccion del medio de migracion.

El cultivo de NPC se hace en presencia de EGF y FGF como factores de proliferacion
y supervivencia (Rietze and Reynolds, 2006). Sin embargo, su presencia en los ensayos de
migracion a la concentracion utilizada en el cultivo de neuroesferas impedia la migracion
(Fig. 18 E, F y Fig. 22 D). Se sabe que varios factores de crecimiento actian como factores
motogénicos (HGF, BDNF, EGF, FGF) y/o quimioatrayentes en varios tipos celulares como
fibroblastos (Ellis et al., 2007; Xie et al., 1998) y células cancerigenas (Price et al., 1999).
De hecho, HGF ejerce una funcidén importante durante el desarrollo del SNC estimulando
la motilidad de NPC, lo que las hace competentes para responder a las moléculas guia que
van a regular la direccionalidad de la migracion (Flames et al., 2004; Powell et al., 2001). En
nuestro caso, altas dosis de factores de crecimiento interferian en la migracion promovida por
CXCL12, sin embargo, a dosis bajas, la supervivencia de las células se mantiene durante los
ensayos (Fig. 16) y, ademas, las células responden a CXCL12 en los ensayos de migracion
(Fig. 18 C, D y Fig. 23 A). Con lo que a bajas dosis de factores de crecimiento, es posible que
EGF y FGF ejerzan un efecto motogénico sobre NPC. Por otro lado, a altas concentraciones,
estos factores de crecimiento podrian activar alguna ruta de sefalizacion que interfiera con
las activadas por la quimioquina, o que la célula bloquee su capacidad migratoria mientras su

programa de proliferacion esta activado.

5.2.2.- Estudio de la Motilidad por Videomicroscopia.

En el espacio intersticial, los factores de crecimiento y las quimioquinas son atrapados
por la red de proteoglicanos que constituyen la matriz extracelular. De esta forma, la interaccion
de quimioquinas con los glicosaminoglicanos, disminuye su disponibilidad en forma soluble.
En el caso de las células del sistema inmunolégico, se sabe que solo las quimioquinas asociadas
a los glicosaminoglicanos promueven su movimiento in vivo (Jackson et al., 2005; Torres and
Ramirez, 2009). Ademas, la interaccion quimioquina-glicosminoglicano puede hacer mas
eficiente la union quimioquina-receptor modificando incluso la afinidad (Vega et al., 2011), lo
que podria incluso afectar a la sefializacion intracelular. En los ensayos de migracion en tiempo
real, las NPC se desplazan por una matriz extracelular que contiene la quimioquina adherida
de manera analoga a como ocurre en el organismo. Observamos que en NPC, procedentes de
neuroesferas, todas las células presentan movimiento basal (Fig. 18 y Fig. 21). Esta situacion
no sucede in vivo, ya que no todos los tipos de NPC presentan motilidad. En concreto, las
células madre y los progenitores se encuentran siempre en el nicho neurogénico, intercaladas
con las células ependimales o interaccionando con los capilares de la ZSV, respectivamente
(Ihrie and Alvarez-Buylla, 2011; Merkle and Alvarez-Buylla, 2006). Sin embargo, los
neuroblastos abandonan el nicho para dirigirse a su destino donde luego se diferencian (Ming
and Song, 2011). Esto, debe atribuirse a la gran diferencia que existe entre la situacion in vivo
y los modelos in vitro, tanto a nivel estructural como de composicion. La ausencia de uniones
intercelulares debido a la baja densidad celular a la que se realizan los experimentos in vitro

podria, también, contribuir a las diferencias observadas.

En los experimentos de videomicroscopia observamos un movimiento no dirigido de
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las NPC en ausencia y presencia de CXCL12, debido a que en estos experimentos no existe
gradiente quimiotactico. Sin embargo, la quimioquina promueve un aumento de la motilidad
celular aumentando la velocidad media (Fig 18 C). Es decir, ademas de su papel descrito como
quimioatrayente, nuestros resultados muestran que CXCL12 tiene un papel motogénico en
NPC. Igual sucede en la ZSV donde CXCL12 tiene diferente efecto segun el tipo de NPC.
En concreto, el CXCL12, expresado por las células endoteliales de la ZSV, actia como
quimioatrayente en células de tipo B activadas en la ZV, permitiendo su interacciéon con los
capilares de la ZSV y facilitando asi el acceso a factores secretados por las células endoteliales
y que regulan su proliferacion (Kokovay et al., 2010). Sin embargo, en los neuroblastos
subventriculares, CXCL12 hace que la interaccion célula-lamina basal de los vasos sanguineos
no sea tan estrecha como en el caso de células de tipo B y C, estableciendo un estado competente
que favorece la migracion en cadenas de neuroblastos por los vasos de la ZSV hacia el bulbo
olfatorio (Kokovay et al., 2010). Por otro lado, en experimentos iz vitro, en los que se enfrentan
explantes de EGM con agregados células que expresan o no la quimioquina, ademas del efecto
quimioatrayente, CXCL12 induce un aumento de la velocidad de las células que abandonan
el explante (0,267 pm/min sin quimioquina, 0,367 pm/min con quimioquina) (Lysko et al.,
2011). El efecto motogénico se ha observado también en cultivos organotipicos, donde las
interneuronas presentan mayor velocidad media en aquellas regiones de la corteza donde la
concentracion de quimioquina es mayor (0,783 um/min a baja concentracion (zona dorsal de la

corteza); 0,883 um/min, a alta concentracion frontera palio-subpalio) (Lysko et al., 2011).

Las diferencias encontradas en las velocidades medias de los NPC entre nuestros
resultados y los encontrados en la bibliografia, son explicables por las distintas condiciones
ambientales que rodean a las células en un tipo de ensayo u otro. Mientras que en nuestros
ensayos la células se desplazan por una superficie, en los ensayos de cultivos organotipicos,
el desplazamiento de las células es por una matriz tridimensional. El mayor niimero de
interacciones que establece una célula en su movimiento por una matriz tridimensional, puede
explicar que el movimiento de las NPC sea mas lento que su movimiento por una superficie
(1,645 £ 0,058 um/min sin CXCL12 y 1,964 £ 0,044 um/min con CXCL12 sobre superficies

de fibronectina) y las diferencias morfologicas.

No podemos descartar que también influya la diferente composicion del medio en
cada sistema. En los ensayos bidimensionales, observamos que el movimiento celular es muy
dependiente de la proteina de matriz extracelular empleada en el tapizado. Asi, por ejemplo,
en ausencia de CXCLI12 la laminina estimula significativamente el movimiento (2,130 +
0,115 um/min) de NPC en comparacion a la fibronectina (1,137 + 0,047 um/min). Esto pone
de manifiesto, como el entorno puede afectar a la motilidad de estas células observandose

parametros cinematicos diferentes segun la proteina de matriz extracelular utilizada.
5.2.3.- Caracteriticas Morfoldogicas de NPC en los Ensayos de Videomicroscopia.
En los experimentos de videomicroscopia detectamos, ademas, dos poblaciones

celulares con comportamiento distinto (Fig. 21A). Uno, muy adherente con un movimiento

de tipo fibroblastico o mesenquimal. Otro, menos adhesivo, que muestra un frente de avance



con mucha formacion de filopodios y cuyo movimiento se produce a mayor velocidad media.
Debido a que se sabe que las neuroesferas estan compuestas por distintos tipos de NPC, estos
patrones de migracion diferentes observados podrian corresponder a distintos tipos celulares.
La falta de marcadores especificos de los distintos tipos de NPC, asi como la baja adherencia
de las células redondeadas, dificulta su identificacion. De entre los distintos tipos de NPC,
son los neuroblastos los que muestran mayor motilidad in vivo, migrando hacia su destino
final donde completar su diferenciacion, tanto durante el desarrollo embrionario como en el
raton adulto. Esta capacidad la adquieren en parte por la expresion de moléculas de adhesion
con modificaciones post-traduccionales especiales que alteran la afinidad de su interaccion.
En concreto, los neuroblastos expresan la forma de NCAM unida a acido polisialico (PSA)
(Marin and Rubenstein, 2003). Debido a la elevada carga negativa de PSA son moléculas
muy hidrofilicas, por lo que aumentan mucho el volumen estérico de NCAM, impidiendo
interacciones intercelulares fuertes y consiguiendo un incremento de velocidad (Rutishauser,
2008). Un analisis sobre la expresion de PSA-NCAM en las células que componen las
neuroesferas podria ayudar a conocer si las células que migran con mayor velocidad media se

corresponden con las células que in vivo tienen mayor capacidad migratoria.

Por otro lado, y debido a la falta de tridimensionalidad del entorno en nuestros ensayos
de migracion, el patron de migracion observado difiere del patron de migracion que presentan
las NPC en cultivos organotipicos, donde se mantiene la citoarquitectura y composicion del
ambiente in vivo. La migracion neuronal tiene lugar mediante la extension de una neurita,
que va a constituir el frente de avance en la direccion al quimioatrayente (Ayala et al., 2007;
Valiente and Marin, 2010). Una vez la neurita se estabiliza, se produce la translocacion del
ntcleo. Es un mecanismo de migracion a “saltos” donde el ntcleo celular tiene fases de parada
y de movimiento (Ayala et al., 2007; Valiente and Marin, 2010). Mientras que en nuestros
ensayos, el desplazamiento nuclear es mas o menos coincidente en el tiempo con la extension

del frente de avance.
5.83.- Mecanismos Moleculares Activados por CXCL12 en NPC.
5.3.1.- Activacion del receptor: Papel de CXCR4 y CXCR7 en la migracion de NPC.

Ademas del efecto motogénico, CXCL12 promueve la migracion dirigida de las NPC,
(Belmadani et al., 2005; Imitola et al., 2004; Klein et al., 2001; Robin et al., 2006) siendo este
efecto dependiente de la interaccion CXCL12-CXCR4 ya que es bloqueable por el tratamiento
con Ab anti-CXCR4 (Imitola et al., 2004; Robin et al., 2006). Recientemente, se ha descrito
que CXCR7, otro receptor que une CXCL12, se expresa durante el desarrollo embrionario del
SNC y desempefia también un papel importante en la migracion de NPC (Sanchez-Alcaniz
et al., 2011; Wang et al., 2011). Aunque estd por definir la expresion de CXCR7 en NPC en
nuestras condiciones de cultivo, nosotros observamos que la migracion de NPC es totalmente
bloqueable por AMD3100 (inhibidor especifico de CXCR4) (Fig. 23B), lo que sugiere una
importante participacion de CXCR4 en la migracion de NPC en respuesta a CXCL12. Ademas,
observamos que el tratamiento con Ptx también bloquea la migracion de NPC (Fig. 23C).

Ptx bloquea la sefializacion via proteina G,, lo que implicaria a CXCR4 en migracion, ya que
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CXCR7 no interacciona con proteinas G heterotrimericas tras la union del ligando (Levoye
et al., 2009; Sierro et al., 2007). Aun asi, nuestros resultados no descartan la participacion
de CXCR7 como modulador de CXCR4, tal y como se ha descrito recientemente (Sanchez-
Alcaniz et al., 2011; Wang et al., 2011). Ratones deficientes en CXCR4 o CXCR?7 presentan
el mismo defecto en la distribucion de interneuronas en la corteza como consecuencia de una
migracion defectuosa (Sanchez-Alcaniz et al., 2011; Wang et al., 2011). Las interneuronas que
se originan en la EGM expresan ambos receptores y en ensayos de quimiotaxis se observa
un bloqueo total de la capacidad migratoria cuando estas NPC son tratadas con AMD3100,
CCX771 (inhibidor de CXCR7) o una mezcla de ambos (Wang et al., 2011). El mecanismo
propuesto es que CXCR7 no promueve migracion directamente, sino que, mediante su funcion
como receptor “scavenger” de CXCL12 (Boldajipour et al., 2008) regula los niveles de
CXCR4 en la superficie celular (Sanchez-Alcaniz et al., 2011). La deleccion de la actividad de
CXCR?7, ya sea via quimica o genética, hace que la alta concentracion de CXCL12 con la que
se encuentra la célula, desensibilice CXCR4 rapidamente, internalizandose éste tltimo, lo que
bloquea la migracion inducida por la quimioquina (Sanchez-Alcaniz et al., 2011). En cualquier
caso, CXCR4 parece ser imprescindible para iniciar las cascadas de sefializacion que conducen

a la migracion celular en respuesta a un gradiente de CXCL12.

La sefializacion iniciada por quimioquinas ha sido muy estudiada en células del sistema
inmunologico. Los receptores de quimioquinas sefializan via proteina G, que promueve la
activacion de una serie de cascadas intracelulares incluyendo la PI3K, Erk-1/2, PLCB y PKC,
que culminan con la liberacion de Ca®" de las reservas intracelulares y la reorganizacion del

citoesqueleto celular necesaria para la migracion.
5.3.2.- Papel de la Ruta Jak/Stat en la Migracion de NPC en Respuesta a CXCL12.

Ademas de estas rutas de sefializacion clasicas de los GPCR, varios trabajos demuestran
que las quimioquinas también activan la ruta de sefializacion Jak-Stat, tipica de sefializacion de
citoquinas de tipo [ y II. La implicacion de la ruta Jak-Stat en la sefializacion de quimioquinas
se ha demostrado utilizando inhibidores quimicos y mediante modificaciones genéticas tanto
en lineas celulares como en células primarias en el caso de CCR2 (Mellado et al., 1998),
CXCR4 (Soriano et al., 2003; Vila-Coro et al., 1999), CCR7 (Stein et al., 2003) y CCRS5
(Wong and Fish, 1998; Wong et al., 2001). Estudios mediante el uso de inhibidores quimicos
muestran que las Jak tienen un papel importante en las funciones de las quimioquinas y su
activacion es necesaria en los primeros eventos tras la unién quimioquina-receptor. En este
trabajo demostramos por primera vez que la estimulacion con CXCL12 de NPC promueven la
activacion temprana y transitoria de Jak2 (Fig. 28B). Ademas, y asociado a ello, se produce la

fosforilacion de Stat5b y su translocacion al nucleo (Fig 28C y Fig 29B).

En experimentos realizados con una linea de fibrosarcoma humano que no expresa Jak2
y otra que expresa un mutante sin actividad enzimatica (Watling et al., 1993) se observa que la
asociacion de Jak2 a CXCR4, se produce a tiempos cortos tras la estimulacion con CXCL12,
y es independiente de su actividad tirosina quinasa (Soriano et al., 2003). Sin embargo, la

asociacion de la proteina G, a CXCR4 solo tiene lugar en aquellas células que expresan Jak2



Wt, lo que indica que la activacion de Jak2 debe ocurrir antes de la activacion de la proteina G,
y, por tanto, del resto de cascadas activadas por esta tltima (Soriano et al., 2003). Ademas, al
igual que en el caso de las citoquinas, las Jak fosforilan al receptor de quimioquinas en tirosinas
generando sitios de anclaje para los factores de transcripcion Stat. Asi, los Stat son fosforilados
en tirosinas por los Jak, promoviendo su traslocacion al niicleo donde regulan la expresion

génica.

A diferencia de lo que ocurre en citoquinas, donde las Jak interaccionan con el receptor
de citoquinas por el dominio FERM, en el caso de quimioquinas los dominios de interaccion no
estan conpletamente definidos (Moriguchi et al., 2005). En el caso de CXCR4 se ha identificado
que el tercer bucle intracelular como un posible sitio de unién de Jak2 y de los Stat. Por otro
lado, la fosforilacion en la tirosina 157 del segundo bucle intracelular de CXCR4, es necesaria
para la interaccion de los Stat mediante sus dominios SH2 (Ahr et al., 2005). Sin embargo, la
implicacion de la ruta Jak-Stat en la sefializacion por quimioquinas sigue siendo controvertida,
ya que un estudio realizado utilizando linfocitos humanos y de ratén muestra que la deficiencia
en Jak2 o Jak3 no afecta a las funciones de CXCL12 (Moriguchi et al., 2005).

Cuando analizamos la capacidad de respuestade NPC a CXCL12 en ensayos funcionales
como los ensayos de quimiotaxis, obtenemos resultados contradictorios. El tratamiento de
NPC con un inhibidor especifico de Jak2 (Jak2 Inhibitor II) muestra un fuerte bloqueo en
ensayos de quimiotaxis mediados por CXCLI12 (Fig. 25A). Estos resultados coinciden con
lo observado en la migracion de células del sistema inmunoldgico donde el tratamiento con
otro inhibidor de Jak2, AG490, también bloquea la quimiotaxis a CXCLI12 (Soriano et al.,
2003). Sin embargo, experimentos de quimiotaxis con NPC deficientes en Jak2 no muestran
defectos apreciables y de hecho migran igual que las células control (Fig. 31A). Algo similar
ocurre en los experimentos de (Moriguchi et al., 2005) y colaboradores con la interferencia de
la expresion de Jak2 con RNAI especifico en células del sistema inmunologico. Descartamos
también la hipdtesis de redundancia entre miembros de la familia Jak en la sefializacion por
quimioquinas, ya que el silenciamiento de la expresion de Jakl en NPC Jak2-KO tampoco
mostrd alteraciones en la respuesta a CXCL12 en ensayos de quimiotaxis (Fig. 32C). De esta
manera, concluimos que la ruta Jak-Stat se activa en NPC tras la estimulacion con CXCL12,
pero que debe regular otro tipo de funciones diferentes a migracion. En esta linea, la ruta Jak-
Stat esta asociada a diferenciacion glial de NPC en respuesta a citoquinas de la familia de IL-6
(Barnabe-Heider et al., 2005; Miller and Gauthier, 2007). Es posible que la sefhalizacion por
quimioquinas actue de forma sinérgica con otros factores regulando la diferenciacion de NPC.
Durante el desarrollo, en un gradiente CXCL12 podria mediar la migracion de NPC y, una
finalizada su migracion, podria ocurrir que la quimioquina participe junto con otros factores en

la regulacion de la diferenciacion de NPC, campo aun poco explorado.

Los efectos observados al utilizar inhibidores de Jak2 deben atribuirse, por lo tanto,
a una accion inespecifica sobre otras tirosina quinasas. La secuencia del centro activo para
enzimas de una familia normalmente se encuentra muy conservada, lo que hace dificil el disefio
de inhibidores especificos sin efectos colaterales (Vadas et al., 2011). En concreto muchas de las

enzimas que regulan la formacion de adhesiones celulares y reorganizacion del citoesqueleto
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son enzimas con actividad tirosina quinasa como FAK (Yuan et al., 2012; Zhao and Guan,
2011), Src (Goel et al., 2012), Lyn (Wheeler et al., 2012) y Syk (Park and Cox, 2011; Wang et
al., 2012). La inhibicion de estas enzimas de forma inespecifica podria alterar seriamente a la

capacidad migratoria de NPC.
5.3.3.- Papel de PI3K en la Migracion de NPC en Respuesta a CXCL12.

Para que una célula muestre un movimiento productivo en una direccion determinada,
debe adquirir asimetria en la distribucion de los componentes intracelulares. Esta asimetria se
consigue por la polarizacion de la actividad de PI3K en el frente de avance donde, mediante
la sintesis de PIP,, se van a reclutar proteinas reguladoras de la actividad de GTPasas. Una de
las funciones de las GTPasas monoméricas es la de regular la reorganizacion del citoesqueleto
promoviendo la polarizacion celular y la polimerizacion de actina en el frente de avance
necesaria para que la célula se mueva. El papel de PI3K en migracion ha sido muy estudiado
y esta muy conservado a lo largo de la evolucion. En mamiferos, todas las isoformas de PI3K
de clase I estan implicadas en migracion, aunque existe cierta especificidad en funcion del
tipo celular, del ligando implicado e incluso del contexto. Por ejemplo, neutrdfilos deficientes
en p110y presentan motilidad dependiendo del substrato sobre el que migren (Ferguson et al.,
2007). Algo similar ocurre en células T, donde la deficiencia en p110y afecta a la polarizacion
y migracion en funcion de los quimioatrayentes utilizados (Martin et al., 2008). p1105 ademas
de en el sistema inmunologico, se expresa en neuronas sensoriales durante el desarrollo.
Su actividad se encuentra localizada en el cono de crecimiento de los axones, dirigiendo el
crecimiento axonico en respuesta a quimioatrayentes y quimiorepelentes (Eickholt et al.,
2007). Las células endoteliales utilizan p110a o p110p para iniciar los mecanismos implicados

en migracion en funcion del estimulo utilizado (Graupera et al., 2008).

La activacion de PI3K en NPC, incluso mediada por CXCL12, ha estado siempre
relacionada con proliferacion y supervivencia ya que CXCL12 también esta relacionado con
estas funciones (Gong et al., 2006; Peng et al., 2004; Wu et al., 2009). Ademas de su funcion
en la supervivencia, nuestros resultados, y en concordancia con otros estudios, muestran que
PI3K tiene un papel imprescindible en la migracion de NPC promovida por CXCL12 (Li et
al., 2010), EGF (Zhang et al., 2011), FGF (Glaser et al., 2007), BDNF (Glaser et al., 2007,
Zhang et al., 2011), Nrgl (Gambarotta et al., 2004), IGF-1 (Hurtado-Chong et al., 2009) ¢
incluso migraciéon promovida por campos eléctricos (Meng et al., 2011). De todos modos,
estos estudios se han realizado in vitro, con inhibidores genéricos de la familia de PI3K, por
lo que no se tiene todavia informacion que determine que isoforma o isoformas de PI3K estan
implicadas. El conocimiento del papel de estas isoformas en migracién seria de gran ayuda
para conocer en qué pasos de la cascada de sefalizacion participan y, de ese modo, saber si
los defectos en migracion asociados a algunas patologias podrian deberse a alteraciones en la

actividad de estas isoformas.

Las NPC, al igual que la mayoria de los tipos celulares, expresan de forma mayoritaria
las isoformas constitutivas p110a y p110p (Fig. 33). En experimentos de quimiotaxis utilizando

inhibidores isoforma-especificos en condiciones que no afectan a la viabilidad celular, hemos



observado que es pl10p la isoforma implicada (Fig. 35A). En concordancia con nuestros
datos, estudios recientes sugieren que la activacion de p110p ocurre via activacion de GPCR
(Guillermet-Guibert et al., 2008) y que en células endoteliales p110p promueve migracion
en respuesta a CXCL12 (Graupera et al., 2008). En estos trabajos también se establece que
pl10a se activa solo via tirosina quinasas y que existe una dependencia absoluta de una u
otra isoforma en la fosforilacion de Akt dependiendo de la naturaleza del tipo de receptor al
que se une el ligando ensayado (Guillermet-Guibert et al., 2008). Sin embargo, en nuestro
modelo, el tratamiento de NPC con PIK-75 o TGX-221, a las mismas concentraciones que
las empleadas en los ensayos de migracion, bloquea la fosforilacion de Akt y Erk-1/2, tanto
si el estimulo es EGF como si es CXCL12. Esto sugiere que, aunque p110p esté implicada
directamente en la migracion en respuestaa CXCL12, p110a también es activada por CXCL12.
En el interior celular, las proteinas senalizadoras van regulando la funcidn de otras proteinas a
modo de abanico, diversificandose la via inicial y pudiendo afectar en tltimo término a rutas
de sefalizacion que clasicamente no han sido asociadas a la sefalizacion tipica del estimulo
inicial. En esta linea, varios estudios muestran la activacion de p110a mediada por GPCR. Por
ejemplo, la fosforilacion en tirosinas del GPCR, tras la union de su ligando, pueden actuar
como sitios de anclaje de p110a via los dominios SH2 de la subunidad reguladora (Bousquet
et al., 2006). Por otro lado, la activacion de GPCR induce la activacion de tirosinas quinasas,
como es el caso de la activacion de proteinas de la familia de las Src quinasas (Alvarez et al.,
2009; Rosano et al., 2009) o la induccion de la transfosforilacion del receptor de EGF (Shah
et al., 2006), cuya actividad es imprescindible para la activacion clasica de p110a. Ademas, no
hay que olvidar que, tanto los GPCR como los receptores con actividad tirosina quinasa pueden
activar a Ras (Buday and Downward, 2008; Rubio et al., 2003) y por tanto, al menos en teoria,

a cualquier isoforma de PI3K de clase 1.

Puesto que la actividad enzimatica de p110a estd mas relacionada con la regulacion
del metabolismo celular y la proliferacion (Foukas et al., 2006), la activacion de p110a por
CXCL12 encajaria muy bien con el efecto proliferativo de esta quimioquina sobre NPC (Gong
et al., 2006; Peng et al., 2004; Wu et al., 2009). Nosotros vemos que la inhibicion de p110a
y la de p110p bloquea la fosforilacion de Erk-1/2. Varios articulos muestran que la actividad
de PI3K puede ser necesaria para la completa actividad de Erk-1/2 de manera sinérgica o
adicional a la cascada clasica de activacion de MAPK (Bondeva et al., 1998; Lopez-Ilasaca
et al., 1997). Viendo que la inhibicion de p110a o de p110p reduce la fosforilacion de Akt,
es posible que ambas isoformas actlien de manera sinérgica en respuesta a CXCL12 para
promover la proliferacion celular, mientras que con la tinica participacion de p110p sea posible

la migracion.

Confirmando los resultados obtenidos con los inhibidores, la interferencia de la
expresion de p110p en NPC produjo un fuerte bloqueo de la migracién en respuesta a CXCL12
(Fig. 36B). En estos experimentos se silencid especificamente la expresion de pl110pB, sin
afectar a la de p110a, descartando cualquier efecto inespecifico que los inhibidores puedan
producir. Un problema de esta técnica es que el ARN utilizado para silenciar la expresion
de p110B se encuentra codificado en un plasmido. La electroporacion de NPC con plasmido

reduce muchisimo la viabilidad celular, si se compara con la electroporacion de ARNi en
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el caso del silenciamiento de los Jak, incluso en NPC electroporadas con plasmido control.
Este problema, que no tiene efecto en los ensayos in vitro, si complico la realizacion de los
experimentos in vivo donde el nimero de células es un factor muy limitante. Otro problema
que surge de los experimentos de interferencia es que, a diferencia de los experimentos con
el inhibidor, estamos eliminando no sélo la actividad enzimatica, sino la proteina completa.
Estudios recientes demuestran que p110B, ademas de su funcién en la sintesis de PIP,, tiene
un importante papel como proteina adaptadora, que es fundamental para la supervivencia y
proliferacion celular (Ciraolo et al., 2008; Guillermet-Guibert et al., 2008; Jia et al., 2008).
Actualmente existen ratones transgénicos que expresan las isoformas de p110a (Foukas 2006
nature) y de pl10B (Ciraolo et al., 2008; Guillermet-Guibert et al., 2008) cataliticamente
inactivas. Ambos ratones presentan desarrollo embrionario normal hasta estadios apropiados
para el aislamiento de NPC. Su utilizacion en los experimentos in vivo resultara critica y, de

hecho, estamos gestionando la obtencion de dichas cepas.
5.4.- Papel de PI3K en la migracion de interneuronas durante corticogénesis.

Una vez demostrado el papel de la subunidad catalitica p110p en la migracion de
NPC decidimos analizar su participacion en un contexto mas fisioldgico. Para ello, realizamos
ensayos de migracidon en cultivos organotipicos de precursores de la EGM (Fig. 50). Ha
sido descrito que el principal factor quimioatrayente que guia la migracion de NPC desde el
subpalio hasta el palio es Nrgl (Flames et al., 2004). Sin embargo, la deficiencia de Nrgl no
produce un bloqueo total de la llegada de interneuronas a la corteza, lo que induce a pensar que
otros factores quimioatrayentes, como CXCL12, puedan actuar sinérgicamente con Nrgl. El
receptor de Nrgl, ErbB4, es un receptor con actividad tirosina quinasa y por tanto, segin los
datos recientes en la bibliografia, susceptible de que su sefializacion sea via p110a. El fuerte
bloqueo observado en la migracion desde el subpalio al palio en las secciones tratadas con
TGX-221 (Fig. 51A, D) sugieren la implicacion especifica de p110B en la migracion tangencial
de NPC vy, por lo tanto, de GPCR en el proceso. Asi proponemos que CXCL12 tendria una
doble funcion, la primera, ya descrita, mantener a las interneuronas migrando por la ZSV y la
ZM una vez llegan a la corteza evitando la invasion temprana de la PC (Fig. 3); y la segunda,

actuando como quimioatrayente en el subpalio en colaboracidon con otros factores.

Una de las razones por las que se habia excluido a CXCL12 de esta funcion,
era que la expresion de CXCL12 a nivel de ARNm en el cerebro en desarrollo se da en el
borde palio-subpalio y no parece que se exprese en la ruta de migracion que muestran las
interneuronas a través del subpalio. Ademas, experimentos en cultivos organotipicos muestran
que la eliminacion de la corteza cerebral a nivel de la frontera palio-subpalio no interrumpe
la migracion tangencial (Marin et al., 2003; Martini et al., 2009). Sin embargo, el estudio
de la expresion de CXCL12 en cerebro se ha hecho por hibridacion in-situ, dada la falta de
anticuerpos que permitan la deteccion de CXCL12 en secciones histoldgicas, con lo que no
se puede descartar la presencia de un gradiente de concentracion de quimioquina secretada al
medio extracelular. Multiples evidencias indican que las quimioquinas son retenidas por los
glicosaminoglicanos de la matriz extracelular, originando un gradiente de concentracion. La

existencia de este gradiente desde la zona dorsal (mayor concentracion) hasta la ventral (menor



concentracion) es posible, incluso en los experimentos en los que la corteza cerebral ha sido

eliminada mecanicamente.

Otra prueba de que CXCL12 no es importante para la migracion subpalio-palio es
que, en el raton deficiente en CXCL12 no muestra defecto en el nimero de células que llegan a
la corteza, solo un defecto en el posicionamiento de éstas (Stumm et al., 2003). Sin embargo, el
estudio de la migracion de estas células a distintos estadios embrionarios en ratones deficientes
en los receptores de CXCL12, muestran un retraso en la llegada de las células a la corteza a
tiempos tempranos (Wang et al., 2011), aunque este retraso es inapreciable en estadios mas
avanzados. La quimioquina CXCL12 presenta un potente papel como quimioatrayente de NPC
in vitro ¢ in vivo. Tanto su expresion ectopica como el posicionamiento de bolitas tapizadas
con CXCL12 sobre cultivos organotipicos hace que las interneuronas abandonen su ruta
estereotipica para dirigirse hacia la fuente de quimioquina (Li et al., 2008; Wang et al., 2011).
Por estas razones, y por nuestros datos, no se puede descartar que CXCL12 también actie

como quimioatrayente a través del subpalio.

Otra explicacion al fuerte bloqueo en migracion observado por el tratamiento de
TGX-221 en cultivos organotipicos podria ser que, la alta dosis empleada de inhibidor podria
estar afectando también a p110a, impidiendo la migracion promovida por Nrgl, incluso es
posible que este factor también active p110p. Estudios in vitro, a nivel bioquimico y ensayos
de transmigracion con NPC, son necesarios para evaluar estas posibilidades y asi determinar si
la participacion de p110B en migracion de NPC es independientemente del estimulo empleado,
o si al igual que ocurre en otros sistemas celulares, la participacion de una isoforma u otra
de PI3K en la regulacion de la migracion es estimulo dependiente. Cultivos organotipicos de
secciones de cerebro Wt en los que se transplantaran NPC de la EGM de los ratones trangénicos
para las p110 inactivas, terminarian por aclarar los mecanismos que regulan la migracion de

NPC en respuesta a diferentes estimulos.

5.5.- Estudio de la Motilidad de NPC en un Modelo de Isquemia Cerebral por
Fototrombosis.

Ademas de estudiar la migraciéon de NPC en un modelo de desarrollo embrionario,
decidimos estudiar también la migracion de NPC, en raton adulto, inducida en respuesta a un
dafio cerebral. Se sabe que, tras un infarto cerebral, los factores secretados como consecuencia
de la respuesta inflamatoria iniciada actiian como quimioatrayentes de NPC (Arvidsson et al.,
2002; Imitola et al., 2004; Robin et al., 2006; Thored et al., 2006). Aunque en humanos existen
varias causas que provocan infarto cerebral, siempre hay una serie de caracteristicas comunes.
Los modelos animales de infarto cerebral se disefiaron para generar infartos reproducibles
con un minimo de manipulacion quirargica. En nuestro estudio hemos utilizado modelo de
infarto cerebral focal por fototrombosis (Lee et al., 2007; Schroeter et al., 2002). Con este
modelo hemos obtenido lesiones reproducibles en la corteza motora y sensorial (Paxinos,
2001). Ademas, en las lesiones generadas se observan ciertas caracteristicas que se dan tras una
isquemia cerebral, como la aparicion de edema y muerte celular en la zona de la lesion. El estudio

histologico mostro, que tras la isquemia, se activan los astrocitos produciendo astogliosis, con
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la consecuente formacion de la cicatriz glial rodeando la lesion. De esta manera observamos
que las isquemias inducidas por la fotoactivacion del rosa bengala no sélo reproducian las
caracteristicas descritas inicialmente en este modelo (Lee et al., 2007; Schroeter et al., 2002),
sino muchas caracteristicas del infarto cerebral (Carmichael, 2005). El modelo mas utilizado
para estudiar el infarto cerebral es el de la oclusion intrarterial de la arteria cerebral media
(MCAO). Sin embargo, el area afectada en este modelo es muy grande, el volumen infartado
en el hemisferio ipsilateral es muy variable, produciendo una alta mortalidad, mientras la
mayoria de los infartos en humanos son de pequefio tamafio y son producidos por una situacion
embolica. De esta forma, el modelo de fototrombosis presenta ciertas ventajas sobre el modelo
de MCAO, ya que las lesiones se generan por la formacion de trombos y son de menor tamafio,
lo que se asemeja mas a lo que ocurre en humanos. Como ventajas adicionales, en el modelo
por fototrombosis la cirugia es mas sencilla y el tamafio de la lesién es muy reproducible

comparando con el modelo de MCAO.

El potencial de las células madre para diferenciarse a otros tipos celulares ha generado
gran expectacion como herramienta terapeutica en multitud de enfermedades donde se ha
producido pérdida celular. El uso de la terapia celular esta siendo muy estudiado en el caso del
infarto cerebral. El transplante de células madre por distintas vias (intravenosa, intraventricular
e intraparenquimal), en roedores que han sufrido MCAO, muestra la localizacion preferente de
las células transplantadas en el area periinfartada, mostrando menor volumen infartado y mayor
recuperacion funcional (Bacigaluppi et al., 2008; Bliss et al., 2007). Esto se debe a la secrecion
de factores quimioatrayentes que median la migracion de las células madre hacia la lesion.
Numerosos estudios demuestran que CXCL12 juega un papel importante en la localizacion de
NPC y HPC en el area periinfartada (Imitola et al., 2004; Robin et al., 2006; Shyu et al., 2008;
Thored et al., 2006). Por esta razon utilizamos el modelo de isquemia cerebral como modelo

de migracion in vivo de NPC en respuesta a CXCL12.

Ademas, en concordancia con lo publicado en el modelo de MCAO, encontramos un
aumento de los niveles de expresion de CXCL12 en el hemisferio ipsilateral (Bacigaluppi et
al., 2009; Imitola et al., 2004; Schonemeier et al., 2008b; Stumm et al., 2002; Thored et al.,
2006). Asi, podemos concluir que, el modelo de isquemia cerebral por fototrombosis es un
modelo que cumple con las caracteristicas necesarias para promover la migracion de NPC.
Por otro lado, el aumento de CXCR4 en el area infartada probablemente se deba a células del
sistema inmunoldgico que se extravasan en la zona de la lesion. En minutos, tras la isquemia,
se produce la activacion del endotelio vascular que va a inducir la adhesion y extravasacion
de neutroéfilios (Connolly et al., 1996; Garcia et al., 1994), fundamentalmente, los cuales
expresan CXCR4 (Delano et al., 2011; Stumm et al., 2002). Ademas, los astrocitos y células de
la microglia que migran también a la zona de la isquemia expresan CXCR4 (Cali and Bezzi,
2010; Lu et al., 2009; Stumm et al., 2002).

En primer lugar, decidimos utilizar la administracion intravenosa de las NPC por no
requerir cirugia y por permitirnos inyectar mayores volimenes y, por tanto, mayor numero de
células. Realizamos el transplante a los tres dias post-induccion y evaluamos la localizacion

de las NPC en la zona dafiada a distintos tiempos por microscopia confocal y por citometria de



flujo. No se encontraron células en ninguno de los tiempos analizados en el parénquima cerebral
(Fig. 44). Lo que es explicable por la ausencia de NPC en sangre en los ratones transplantados
a las 24 hpt (Fig. 45).

Tras un dafio cerebral se produce la activacion del endotelio cerebral, en las regiones
cercanas a la lesion, que se asocia a un aumento de la expresion de moléculas de adhesion y
quimioquinas, que van a mediar el reclutamiento de células inmunoloégicas circulantes (Frijns
and Kappelle, 2002; Pinsky et al., 1996). Ademas de leucocitos, varios estudios demuestran
la extravasacion e integracion en el parénquima cerebral de NPC tras una lesion, en el caso
de modelo de encefalitis alérgica experimental (Pluchino et al., 2003; Pluchino et al., 2005) y
en modelos de ischemia cerebral (Bacigaluppi et al., 2009; Chu et al., 2004; Jin et al., 2005;
Lee et al., 2008). En nuestras condiciones de cultivo, NPC derivadas de neuroesferas expresan
bajos niveles de VLA-4 (Fig. 41 A), el receptor de VCAM-1, al igual que ocurre en NPC de
raton adulto (Pluchino et al., 2005) y en NPC humanas (Chu et al., 2004), lo que justifica la
interaccion de NPC con el endotelio vascular y su extravasacion en la zona danada. Ademas,
por microscopia intravital en ratones con encefalitis alérgica experimental, el tratamiento con
un mAb anti-VCAM-1 bloquea la interaccion de NPC con el endotelio y la entrada en el
parénquima cerebral (Pluchino et al., 2005). Algunos trabajos muestran que las NPC expresan
ademas otros tipos de moléculas de adhesion que podrian mediar la extravasacion como CD44
(Chu et al., 2004).

Todos los estudios enfocados en la deteccion de NPC tras el transplante intravenoso,
se han realizado empleando técnicas de microscopia. Debido a que el nimero de células que
se integran en el parénquima es muy bajo (0,09 %) (Bacigaluppi et al., 2009), el analisis
microscopico requiere de la adquisicion de muchas imagenes para tener una cuantificacion
fiable. Por ello, decidimos poner a punto la detecciéon de NPC por citometria de flujo, ya que
esta técnica ha demostrado ser una herramienta potente para cuantificaciones de poblaciones
pequefias en células del sistema inmunologico. A pesar de ello, su utilizacién en tejido
nervioso ha sido muy limitada (Campanella et al., 2002), dado que requiere la obtencion de
una suspension celular para analizar por citometria de flujo. Nosotros utilizamos el medio de
digestion descrito en un protocolo de purificacion de NPC de cerebro de raton adulto de la
ZSV (Rietze and Reynolds, 2006). Aunque se trata de una digestion enzimatica, el tratamiento
de NPC-GFP con dicho medio no afect6 ni a la viabilidad celular ni a su deteccion, ya que la
expresion de la GFP es intracelular y, por tanto, inaccesible para el medio de digestion (Fig.
43). La citometria de flujo demostré tener una gran sensibilidad y, por tanto, un gran potencial
para la deteccion de NPC en tejido nervioso en la puesta a punto. Sin embargo, ni el analisis
por citometria (Fig. 44) ni por microscopia consiguieron demostrar la extravasacion de NPC
transplantadas via intravenosa en un modelo de isquemia focal por fototrombosis. El analisis
de muestras de sangre de ratones transplantados, demostrd la ausencia de células a las 24 h
post-transplante, por lo que es muy posible que la causa radique en la rapida eliminacion de
las NPC del torrente sanguineo. Varios estudios muestran que las NPC se retienen en varios
tejidos como higado, rifidn, bazo y pulmon tras la inyeccion intravenosa (Bacigaluppi et al.,
2009; Borlongan et al., 2004; Pluchino et al., 2005). Pudiendo ser ésta una de las causas de la

rapida desaparicion de NPC del torrente sanguineo, aunque tampoco podemos descartar una
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viabilidad reducida de NPC en la sangre.

Quiza una de las razones de la discordancia entre nuestros resultados y lo encontrado en
la bibliografia puedan explicarse por el modelo utilizado. La baja circulacion colateral y la falta
de reperfusion que se da en el modelo isquemia focal por fototrombosis (Carmichael, 2005)
puede que dificulte la extravasacion de NPC en las cercanias de la lesion a diferencia de lo que
ocurre en el modelo de infarto por MCAO. Otra posibilidad es que, en el modelo de MCAO, las
lesiones son de mayor tamafio, produciéndose mayor muerte celular, lo que podria llevar a una
respuesta inflamatoria mas aguda, necesaria para que células como las NPC, cuya funcién no es
recircular por el torrente sanguineo, se activen y puedan extravasarse en respuesta a los estimulos

quimioatrayentes, de manera eficiente, en las cercanias del area dafada.

Dada la imposibilidad de encontrar células por esta via de administracion, decidimos
utilizar la via intraparenquimal para evaluar la migracion de NPC hacia la lesion. Estudios
comparativos de las distintas vias de administracion muestran que, aunque todos los métodos
resultan en la localizacion de las células transplantadas en el area periinfartada, se encuentran
mayor numero de células cuando el transplante es intraparenquimal, seguido de transplante

intraventricular y, en ultimo ultimo lugar, el transplante intravenoso (Jin et al., 2005).

Utilizamos, primero, la administracion intraparenquimal en el hemisferio contralateral,
ya que la posterior localizacion de las NPC en el hemisferio ipsilateral, seria prueba irrefutable
de su migracion en respuesta al dafio. Transplantamos NPC-GFP* en ratones tres dias post-
induccion de la isquemia y analizamos su localizacion respecto al sitio del transplante a distintos
tiempos (Fig. 46). En ninguno de los tiempos examinados observamos la localizacion de NPC
en el hemisferio ipsilateral. La distribucion de las células a ambos lados del sitio del transplante
era similar, incluso a tiempos largos, con lo que las células no migraban hacia el hemisferio
ipsilateral. Estos resultados estan en contra de lo publicado por otros grupos donde observan una
localizacion de las células en el area periinfartada cuando realizan transplante contralateral (Erdo
et al., 2003; Hoehn et al., 2002; Imitola et al., 2004; Kim et al., 2004; Modo et al., 2002a; Modo
et al., 2002b; Veizovic et al., 2001). Ademas, en el trabajo de Imitola y colaboradores demuestran
que las NPC transplantadas en el hemisferio contralateral, migran por el cuerpo cayoso para
localizarse en el area periinfartada en un proceso dependiente de CXCL12 (Imitola et al., 2004).
Pensamos que la causa de esta discordancia puede deberse a la localizacion del transplante dentro
del hemisferio contralateral. De hecho, en nuestros resultados observamos que en el grupo de
ratones de tres dias post-transplante existe un mayor niumero de células en el lado proximal a
la lesion, recorriendo distancias mas largas que las que se encuentran desplazandose en sentido
contrario a la lesion. Aunque el transplante se realiza con un equipo estereotaxico, que permite
la deposicion de las células en el parénquima de manera bastante precisa, no hay que olvidar que
el establecimiento de las coordenadas espaciales lleva asociado un error experimental (precision
del equipo + 500 um). En concreto, en este grupo de ratones (tres dias post-transplante) el sitio de
transplante se encontraba muy cerca de la linea media, es decir, mas proximo a la lesion (Fig. 47).
Ademas, estas células muestran fenotipo migratorio con las proyecciones de membrana dirigidas
en la direccion de la lesion. Con lo que es posible que una mayor cercania del sitio del tranplante

en el modelos de fototrombosis sea necesaria para que las células puedan responder al gradiente



quimioatrayente de los factores que son secretados en el area dafiada.

Debido a nuestras observaciones, y a que estudios comparativos muestran una mayor
localizacion de células en los alrededores de la lesion cuando el transplante es ipsilateral, que
cuando es contralateral (Modo et al., 2002b), decidimos probar esta via de administracion
para evaluar la migracion de NPC. Para ello, transplantamos NPC-RFP* en el hemisferio
ipsilateral, a una distancia de unos 500 um de la lesion para que nos permitiera evaluar el
desplazamiento desde el sitio del transplante, tal y como realizaron Delaloy y colaboradores
(Delaloy et al., 2010). Esto lo conseguimos desplazando la posicion de la lesion, ya que como
hemos comentado anteriormente, el modelo de fototrombosis permite modificar la posicion
de la lesion modificando las coordenadas estereotdxicas (Fig. 48A). Debido a la cercania
a la lesion evaluamos la localizacion de las NPC solo a tres dias post-transplante. De esta
manera, encontramos que todas las células mostraban morfologia de neuronas migratorias y se
encontraban dirigidas hacia la lesion (Fig. 48B, C). Con lo que concluimos que el modelo de
infarto cerebral focal por fototrombosis es un buen modelo para evaluar la capacidad migratoria
de NPC transplantadas intraparenquimalmente al igual se habia demostrado en el modelo por
infarto cerebral por MCAO.

Como han mostrado nuestros datos, el movimiento de NPC en respuesta a CXCL12
es mediado por la actividad de la subunidad catalitica p110p de PI3K, ademas, varios estudios
demuestran que la migracion de NPC hacia el area periinfartada es mediada por CXCL12.
Debido a estas razones, decidimos utilizar este modelo de migracion para testar el papel
de p110PB en la capacidad migratoria de NPC. Para ello se electroporaron NPC Wt con una
mezcla de shRNA p110p y pEGFP.N1 (5:1). Como control, NPC-RFP* se electroporaron con
shRNA control. Se mezclaron las células shRNAcontrol y las shARNAp110p de forma que
hubiese el mismo niimero de células RFP™ que GFP*. La mezcla se transplant6 en ratones
con infarto (tres dias post-induccién) y se analizé la localizacion de las células tres dias post-
transplante. Al igual que en el experimento anterior, las células tenian fenotipo migratorio
y estaban dirigidas hacia la lesién. Sin embargo, en contra de lo esperado, no observamos
diferencia en la capacidad migratoria de las células shRNAp110f y las shRNAcontrol. Esto
podria deberse a varias posibilidades, por ejemplo, a la eficiencia del silenciamiento, al modelo
in vivo empleado, etc. En el primer caso, los experimentos de interferencia no siempre son
eficientes. En algunos experimentos encontramos situaciones en los que la eficiencia de la
nucleofeccion era aceptable (cuantificado por fluorescencia de GFP) mientras que no se
observaba silenciamiento de la expresion de p110p por Q-PCR. En el caso de los experimentos
de quimiotaxis esto fue controlado en todo momento para asociar los defectos en migracion a la
deficiencia en p110p. En los experimentos in vivo, el control es mas dificil, siempre realizamos
el transplante en un grupo de ratones grande para obtener resultados fiables y minimizar la
variabilidad. Ello llevé a tener que usar un gran numero de células por lo que no siempre
pudimos realizar los controles de expresion de p110B. En cuanto a la segunda posibilidad,
podria ocurrir que el silenciamiento de p110p sea eficiente, pero que las células respondan a
otros estimulos migratorios independientes de p110p. Por ejemplo, se sabe que tras la isquemia,
la activacion de la microglia y astrocitos, ademas de ejercer su papel como iniciadores de

la respuesta inflamatoria en el SNC, cumplen con una importante funciéon neuroprotectora
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(Hanisch and Kettenmann, 2007; Rossi et al., 2007)(Hanisch UK 2007 Nature Neurosci 10 11
1387-1393; Rossi DJ Nature Neurosci 2007 10 11 1377-1385). Esto lo consiguen secretando
factores neurotroficos como BDNF, NGF, VEGF, FGF2 (Bacigaluppi et al., 2009; Belanger and
Magistretti, 2009; Narantuya et al., 2010) que ademas de aumentar la supervivencia neuronal
tras el dafio, podrian actuar como factores motogénicos y/o quimioatrayentes de NPC (Glaser
et al., 2007; Zhang et al., 2011). Los receptores de estos factores tienen actividad tirosina
quinasa intrinseca, siendo posible que su accidon quimiotactica esté mediada por p110a. Con
lo que es imprescindible conocer si p110a puede mediar la migracion de NPC en respuesta a
otros estimulos distintos a CXCL12. Para ello se hace imprescindible el uso de NPC derivadas
de los ratones transgénicos sin actividad de p110a o de p110p. Ademas, el uso de estas células
evitaria la utilizacion de técnicas de electroporacion, con lo que el nimero de células dejaria
de ser un problema para la realizacion de estos ensayos in vivo. Sin embargo, este aspecto no
es probablemente el mas implicado en nuestro caso ya que, como se ha referido anteriormente,
hay varios trabajos que demuestran la participacion directa de CXCL12 en la atraccion de NPC
al area infartada (Imitola et al., 2004; Robin et al., 2006; Thored et al., 2006).



CONCLUNIGIEN!






6.- CONCLUSIONES

1) Las células progenitoras/precursoras de origen embrionario se pueden
mantener en cultivo por un tiempo prolongado en un estado indiferenciado,
manteniendo las caracteristicas de autorrenovacion y multipotencia.

2) EGF y FGF son importantes para la supervivencia y proliferacion de las
NPC. Sin embargo, dosis elevadas (20 ng/mL) interfieren con el movimiento
celular dirigido por CXCL12.

3) En experimentos in vitro, la interaccion de CXCL12 con CXCR4 tiene un
efecto motogénico y como quimioatrayente sobre precursores neurales.

4) El efecto quimioatrayente de CXCL12 es dependiente del componente
de la matriz extracelular utilizado en los ensayos in vitro.

5) El uso de inhibidores quimicos de Jak2, Erk-1/2 y PI3K bloguea el
movimiento de NPC dirigido por CXCL12.

0) Aunque CXCL12activalarutade sefalizacion Jak/Stat, los experimentos
usando precursores neuronales procedentes de ratones deficientes en Jak2
en combinacion con experimentos de silenciamiento de la expresion de Jak1
en células Jak2-KO o control, demuestran que ésta ruta no esta involucrada
en el movimiento celular promovido por CXCL12. Los efectos observados con
el inhibidor se deben probablemente a un efecto inespecifico del mismo.

Conclusiones
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7) La activacion de la ruta de PI3K es imprescindible para que NPC
migren en respuesta a un gradiente de CXCL12. Aunque CXCL12 promueve la
activacion de p110a y de p1108, nuestros resultados asignan a esta segunda
isoforma el papel méas importante en la migracion de precursores neuronales.

8) El modelo de infarto cerebral focal por fototrombosis realizado en
ratones, reproduce la formacion del edema, la muerte celular, la astrogliosis
y la formacion de la cicatriz glial, como sucede en el infarto cerebral en
humanos.

9) El modelo de infarto cerebral por fototrombosis permite estudiar la
migracion in vivo de precursores neuronales debido al incremento de la
expresion de CXCL12 en el &rea afectada. En los resultados de estos estudios
es critico que la administracion sea intraparenquimal y en las cercanias de la
lesion dado que la via intravenosa no permite la deteccion de precursores en
el area infartada.

10) El modelo de migracion en cultivos organotipicos reproduce la
migracion in vivo de precursores neuronales desde la eminencia ganglionar
media hasta la corteza cerebral durante la corticogénesis. En ese movimiento
la activacion de p1108 mediada por quimioatrayentes resulta imprescindible.
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ANEXO |I: MATERIAL AUDIOVISUAL SUPLEMENTARIO

Pelicula 1. Ruta de migracién Rostral. El bulbo olfatorio presenta una elevada tasa de recambio
neuronal diaria (1 %). Esto se consigue por el mantenimiento de una neurogénesis activa a
lo largo de la vida adulta. El nicho de las células progenitoras que forman las interneuronas
del bulbo olfatorio se encuentra en las paredes que recubren los ventriculos laterales. Estas
células progenitoras, forman los neuroblastos de la ZSV que migran rostralmente en cadenas a
lo largo de la pared del ventriculo. En la parte mas rostral del ventriculo, las cadenas de células
convergen para formar una Unica cadena de células en migracion (ruta de migracién rostral)
que se dirigen al bulbo olfatorio. A lo largo de la ruta de migracion rostral, los astrocitos
rodean a los neuroblastos aislandolos del parénquima cerebral (tubos gliales). Una vez en
el bulbo olfatorio las interneuronas migran a su capa correspondiente para completar su
diferenciacion.

Pelicula 2. Migracién de NPC sobre superficies de fibronectina en ausencia de CXCL12. Video
representativo tras el analisis de los experimentos de videomicroscopia. Cada punto senala
una misma célula y la linea muestra el recorrido total realizado por cada célula a lo largo del
video.

Pelicula 3. Migracion de NPC sobre superficies de fibronectina en presencia de CXCL12.
Video representativo tras el andlisis de los experimentos de videomicroscopia. Cada punto
sefiala una misma célula y la linea muestra el recorrido total realizado por cada célula a lo
largo del video.

Pelicula 4. Células Adherentes. Células en movimiento con morfologia adherente mostradas

en la secuencia de imagenes de la figura 21.

Pelicula 5. Células Redondeadas. Células en movimiento con morfologia redondeada
mostradas en la secuencia de imagenes de la figura 21.
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ANEXO |I: Glosario de Términos

Astrocitos reactivos: Tras un dafio en el SNC, los astrocitos se activan,

aumentando su capacidad migratoria y proliferativa. Son el principal componente de la
cicatriz glial.

Autorrenovacion: Propiedad de las células madre que hace que al dividirse, las

dos células hijas tengan las mismas propiedades que la célula de la que se originaron.

Bregma: es el punto donde interseccionan la sutura coronal y la sagital en
el craneo. En este punto se encuentran los huesos frontales y los parietales.

Hemisferio contralateral: hemisferio del lado opuesto a donde se genera la
lesion (hemisferio sano).

Hemisferio ipsilateral: hemisferio del mismo lado a donde se genera la lesion
(hemisferio lesionado).

Cuadro estereotaxico: Equipo necerasio para la sujeccion del animal, asi como

para el establecimiento de las coordenadas tridimensionales durante la intervencion
quirurgica.

Estriado (nucleo): Parte subcortical del encéfalo que recibe informacion de la
corteza cerebral.

Estereotaxis: forma de intervencion quirtrgica que permite localizar de

manera precisa distintas partes en el interior del cerebro, haciendo uso de coordenadas
tridimensionales.
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Factor motogénico: sefial extracelular que activa la maquinaria migratoria de

la célula sin proporcionar informacion direccional (por ejemplo, algunos factores de
crecimiento).

Filopodio: proyecciones de membrana citoplasmatica delgadas (tubulares) que
se extienden desde el frente de avance de células en migracion. Contienen haces de
filamentos de actina paralelos.

Gliogénesis: Es la generacion de células de glia (no neuronales) a partir de
células madre neurales multipotentes.

Interneuronas: tipo de neuronas en su mayoria GABAérgicas y de morfologia
no piramidal, que proyectan axones de manera local, ejerciendo una funcion inhibitoria
sobre las neuronas piramidales de los alrededores.

Lamelipodio: protrusion de membrana extendida a modo de sabana, rica en

filamentos de actina entrecruzados que se encuentra en el frente de avance de las células
en migracion.

Mesencéfalo: Parte media del encéfalo en desarrollo a partir del cual se va a
formar el cerebelo.

Multipotencia: Propiedad de algunos tipos de células madre por la que pueden

generar cé¢lulas de su misma capa o linaje de origen embrionario.

Neurogénesis: Es la generacion de neuronas a partir de células madre neurales
multipotentes.

Neuronas de proyecciéon: Son un tipo de neuronas glutamatégicas, que se
caracterizan por presentar morfologia piramidal con un axén largo con dianas distantes.

Se originan en la zona ventricular dorsal de los ventriculos laterales.
Palio: Parte del encéfalo que forma la corteza cerebral.

Plasticidad: término que en neurociencia se refiere a la capacidad de una célula

o tejido de suftrir cambios bioquimicos, estructurales o fisiologicos

Reperfusion: Es la recuperacion del flujo sanguineo tras su interrupcion
temporal.



Romboencéfalo: Parte mas posterior del encéfalo en desarrollo a partir del cual
se va a formar el bulbo raquideo.

Sutura sagital: Linea situada en la parte mas dorsal del craneo donde se unen
los dos huesos parietales.

Subpalio: Parte del encéfalo situada debajo de la corteza cerebral.

Talamo: Estructura situada en el centro del cerebro, encima del hipotalamo y
debajo de la corteza cerebral.

Telencéfalo: Parte mas anterior del prosencéfalo. En el adulto se encuentra
sobre el diencéfalo. El telencéfalo esta constituido por la corteza cerebral, dividida en

los dos hemisferios cerebrales, el cuerpo cayoso y el estriado.

Ventriculos: Cavidades del SNC interconectadas entre si, por las que circula el
liquido cefaloraquideo.

Vesiculas telencefalicas: Parte mas anterior del prosencéfalo, que daran lugar

a los dos hemisferios cerebrales en el adulto

Zona Intermedia (ZI): capa de la corteza cerebral presente durante la
corticogénesis. Se encuentra a continuacion de la zona subventricular (ZSV) y debajo
de la placa cortical (PC). Se caracteriza por tener una baja densidad celular y alta

densidad de axones procedentes de las neuronas de la placa cortical.

Zona Marginal (ZM): capa mas externa de corteza cerebral en desarrollo.
Se encuentra debajo de la superficie pial y encima de la placa cortical. Tiene una baja
densidad celular.

Zona Subventricular (ZSV): Una de las capas mas profundas de la corteza
cerebral en desarrollo ocupada por NPC fundamentalmente. Esta capa se mantiene una
vez finalizado el desarrollo, aunque de menor espesor, y constituye uno de los nichos

neurogénicos en el adulto.

Zona ventricular (ZV): la capa mas profunda de la corteza cerebral y rodea los
ventriculos. Durante el desarrollo embrionario estd compuesta células de la glia radial
(células madre neurales). Esta capa se mantiene una vez finalizado el desarrollo, pero
el nimero de células madre se reduce drésticamente, estando compuesta por células

ependimales mayoritariamente (células epiteliales).
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