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Resumen

Resumen

La zona subventricular-ventricular (ZSV-V) es un extenso nicho neurogénico que
contiene células madre neurales (astrocitos B) en las paredes de los ventriculos
laterales del cerebro adulto de mamiferos. Las células del subtipo B1 han sido
identificadas clasicamente como las verdaderas células madre, tienen un origen
embrionario y se mantienen quiescentes hasta que se reactivan post-natalmente. En el
presente estudio, mostramos que una subpoblacion de células B de la ZSV-V presenta
una estructura nuclear denominada “lamina de cromatina de la envoltura nuclear”
(ELCS, del inglés envelope-limited chromatin sheets), previamente descrita en células
normales y cancerosas. Esta estructura se caracteriza por presentar una lamina de
heterocromatina de 30 nm limitada en ambos lados por las membranas nucleares
interna y externa. A través de marcadores moleculares, estudios de proliferacién con *H-
Timidina y la administracion de la droga antimitética Ara-C, encontramos que las células
B1 con ELCS corresponden a células madre neurales quiescentes GFAP+, BLBP+,
GLAST+, Nestina- y EGFR-. Ademas, los estudios de microscopia electrénica revelaron
que las ELCS empiezan a formarse en las células de glia radial en los estadios
embrionarios y se mantienen presentes durante las etapas postnatales tempranas en
una subpoblacién de células tipo B que disminuye drasticamente con la edad.
Adicionalmente, las ELCS representan un compartimento nuclear que contiene
modificaciones epigenéticas especificas y telomeros. Estas estructuras también se
encuentran presentes en la zona subgranular del giro dentado de roedores y en la ZSV-
V de primates no humanos y humanos. Estos resultados muestran que las células
madre neurales quiescentes presentan un compartimento muy bien definido
estructuralmente y molecularmente en su nucleo, caracteristica que contribuira a

identificar estos progenitores primarios y estudiar como funciona su regulacion génica
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Summary

Summary

The ventricular-subventricular zone (V-SVZ) is an extensive germinal niche containing
neural stem cells (B1 astrocytes) in the walls of the lateral ventricles of the adult brain.
B1 cells have an embryonic origin and remain largely quiescent until they become
reactivated postnatally. In this study, we show that a subset of adult V-SVZ B1 cells has
nuclear envelope limited chromatin sheets or ELCS, previously described in other normal
and cancer cells. Using molecular markers, *H-thymidine birthdating and the antimitotic
drug Ara-C, we found that type B1 cells with ELCS correspond to GFAP+, BLBP+,
GLAST+, Nestin- and EGFR- quiescent neural stem cells. TEM reveals that nuclear
ELCS begin forming in the embryo radial glia cells and remain during early postnatal
stages in a subpopulation of type B cells that drastically decreases with age. Additionally,
ELCS represent a specific nuclear compartment that contains specific epigenetic
modifications and telomeres. Notably, we found that ELCS are a preserved nuclear
structure in the subgranular zone of the rodent dentate gyrus and in the ZSV-V of non-
human and human primate neural stem cells. These results reveal that quiescent neural
stem cells have a unique structurally and molecularly defined compartment in their
nuclei, a feature that may help to identify these primary progenitors and study their gene

regulation.
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Introduccion

1 Introduccion

1.1 Neurogénesis Adulta

El proceso de crecimiento y desarrollo de los tejidos esta orquestado por células
madre que contribuyen al posterior mantenimiento y reparacion de los tejidos en el
organismo adulto. Estas células madre neurales se caracterizan por presentar la
capacidad de autorrenovarse y diferenciarse en distintos tipos celulares tales como
neuronas, astrocitos y oligodendrocitos (Llorens-Bobadilla y Martin-Villalba, 2016).
Durante mucho tiempo, el cerebro fue una excepcién, ya que se pensaba que las
células madre neurales tan solo estaban presentes durante los estadios embrionarios, y
como mucho, en etapas tempranas post-natales. Sin embargo, estudios realizados en la
década de los 60 comenzaron a cambiar esta nocién. El Dr. Joseph Altman y sus
colaboradores sugirieron por primera vez que algunas regiones del cerebro de
mamiferos adultos podian producir nuevas neuronas (Altman, 1962). Estudios
posteriores en aves cantoras (Alvarez-Buylla et al., 1990), asi como estudios de
aislamiento de células madre in vitro (Reynolds y Weiss, 1992), apoyaron la existencia
del fendbmeno de neurogénesis adulta. Posteriormente este fendmeno también fue
mostrado en reptiles (Garcia-Verdugo et al., 2002), anfibios (Kaslin et al., 2008) y peces
(Zupanc, 2002). El descubrimiento de la neurogénesis adulta ha planteado nuevas
cuestiones acerca de la identidad de los precursores neuronales primarios, la regulacion
de la produccion de nuevas neuronas y la funcion del reemplazamiento neuronal.
Elucidar las caracteristicas de los progenitores neurales puede ser de gran ayuda para

su uso en tratamientos de lesiones cerebrales y desordenes neurologicos.

1.1.1 Principales regiones neurogénicas en mamiferos adultos

En el cerebro embrionario y adulto, las células madre neurales representan un tipo
especializado de célula glial que se localiza en los denominados nichos neurogénicos.
En el cerebro adulto, a diferencia del embrionario, donde la potencialidad y localizacién
de los precursores neurales cambia continuamente con el desarrollo, estos nichos
neurogénicos se encuentran muy bien definidos. Las dos principales regiones
neurogénicas ampliamente aceptadas en el cerebro postnatal son la Zzona
subventricular-ventricular (ZSV-V) de los ventriculos laterales y la zona subgranular

(ZSG) del giro dentado del hipocampo.



Introduccion

1.1.1.1  Zona Subventricular-Ventricular

Dado que el nicho germinal periventricular, previamente denominado zona
subventricular, también incluye un compartimento reminiscente de la zona ventricular del
embrién, que contacta directamente con el ventriculo, nos referiremos a este nicho
como ZSV-Ventricular (ZSV-V) (lhrie y Alvarez-Buylla, 2011). La ZSV-V adulta se
encuentra localizada en las paredes de los ventriculos laterales, donde las células
madre neurales, asi como otros tipos celulares que explicaremos a continuacion,

contribuyen al control y regulacion del nicho.

La ZSV-V esta constituida por las células madre neurales (células tipo B) y
células de amplificacion transitoria (células tipo C), que dan lugar a los neuroblastos
(células tipo A) que migran largas distancias hasta alcanzar el bulbo olfatorio (BO)
(Doetsch et al., 1997). Ademas, revistiendo las paredes ventriculares en contacto con el
liquido cefalorraquideo encontramos a las células ependimarias (células tipo E) no
proliferativas (Figura 1). La caracterizacién ultraestructural detallada de los tipos

celulares se resume en la tabla 1.

Figura 1. Organizacion y tipos celulares de la ZSV-V. Esquema de una seccién coronal de los ventriculos laterales
mostrando la organizacion de la ZSV-V. Las células ependimarias (marron) tapizan la superficie ventricular. Las células
B1 contactan con la luz ventricular, mientras que las células B2 han perdido el contacto y se localizan mas préximas al
estriado (ambas en azul). Las células B envuelven las cadenas de neuroblastos migradores o células A (rojo) y los
progenitores intermediarios o células C (verde). Bv, vaso sanguineo; LV, ventriculo lateral.
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B1 B2 (o A E1 E2
Contacto luz Si No No No Si Si
ventricular
. . . - . . 2 cilios moviles
Cilio primario Cilio primario
corto (9+0) y  (9+0) y centriolo 20-30 cilios (9+2)
Cilios . . y ’ Pareja de centriolos Cilio Unico . Corpusculos
centriolo (Hacia la (Hacia el moviles (9+2) basal
luz ventricular) parénquima) asales
electrodensos
Contorno Irregular Irregular Liso Liso Interdigitado  Muy interdigitado
Citoplasma Claro Claro Oscuro Oscuro Claro Claro
Ribosomas libres + ++ +++ ++++ ++ ++
Filamentos Si (aumentan con  Si (aumentan con No No Si (aumentan con si
intermedios el envejecimiento) el envejecimiento) el envejecimiento)
Microtubulos + + ++ ++++ + +
Mitocondrias ++ ++ ++++ +++ +++ +++
. Grande Pequefio . o . .
Golgi . - . q - Pequefio Grande Pequefo Varios pequefios
(asociado al cilio) (asociado al cilio)
RER ++ ++ +++ + + +
Gotas lipidicas No No No No Si Si
Cuerpos densos Si (aumer?tap con Si (aun_wer?ta_n con No No Si (aumer?ta.n con sii
el envejecimiento) el envejecimiento) el envejecimiento)
Irregular, Irregular, Grande, esférico y
Nucleo Frecuentemente Frecuentemente ocasionalmente con Fusiforme Esférico Esférico
invaginado invaginado invaginaciones
Laxa con grumos Laxa con grumos
de de Nucleoplasma Nucleoplasma Nucleoplasma
. . . En grumos. Nucleolo
Cromatina heterocromatina heterocromatina reticulado oscuro. 2-4 claro. 1-2 claro. 1-2
asociados a la asociados a la ’ nucleolos nucleolos nucleolos

lamina nuclear  lamina nuclear

Tabla 1. Caracteristicas ultraestructurales de las células que componen la ZSV-V.

Las células B presentan caracteristicas astrogliales y han sido subdivididas en
dos poblaciones (células tipo B1 y B2) teniendo en cuenta sus diferencias en
localizacién y morfologia (Doetsch et al., 1997). Las células tipo B1 son células con
morfologia radial que presentan propiedades reminiscentes de la glia radial,
extendiendo su proceso apical hacia la cavidad ventricular y presentando un largo
proceso basal que finaliza en la red vascular presente en la ZSV-V (Doetsch et al., 1997;
Mirzadeh et al., 2008). En una vision en face de las paredes ventriculares de roedores,
los pequeios contactos apicales de las células B1 se encuentran rodeados por una
roseta de células E, dando lugar a una organizacién en molinillo o pinwheel (Mirzadeh et
al., 2008) (Figura 2). El proceso apical de las células B1 contiene un cilio primario
inmovil con estructura 9+0 (nueve dobletes de microtubulos sin doblete central)
(Doetsch et al., 2002). Este cilio primario tiene funcion mecano-sensorial, funcionando
como una antena para las rutas de sefalizacion especificas activadas por factores
solubles presentes en el liquido cefalorraquideo (Lehtinen et al., 2011). Algunos de los
factores y morfégenos mas importantes en la regulacion del comportamiento de las
células B1 son el factor de crecimiento insulinico 2 (IGF2), el factor de crecimiento

transformante (TGF-a), las efrinas, la proteina morfogénica del hueso (BMP), Wnts,



Introduccion

Sonic hedgehog (Shh) y el &cido retinoico (Alvarez-Buylla y lhrie, 2014; Eggenschwiler y
Anderson, 2007; Fuentealba et al., 2012; Lehtinen et al., 2011; Tong y Alvarez-Buylla,
2014). A diferencia de las células B1, las B2 no contactan con la cavidad ventricular y
presentan una morfologia estrellada. Sin embargo, ambas poblaciones expresan la
proteina gliofibrilar acida (GFAP) y tienen capacidad proliferativa (Doetsch et al., 1997;
Ponti et al., 2013). Hasta el momento, tan solo las células B1 han sido caracterizadas

como las auténticas células madre habiéndose demostrado su capacidad neurogénica.

Figura 2. Organizacion esquematica de los pinwheels de la ZSV-V. Las células B1 (azul oscuro) dan lugar a células
B1 activadas (B1a, azul claro) que se dividen activamente. Las B1 activadas generan células C (verde) que tras 3 rondas
de division dan lugar a células tipo A (rojo). Cabe destacar que las células B1 presentan una expansion apical con la que
contactan con el liquido cefalorraquideo. Ademas esta zona ventricular esta compuesta por células ependimarias
multiciliadas (E1) (marrdn) y biciliadas (E2) (rosa) que junto a las expansiones apicales de las células B1 forman los
pinwheels. Adherida a la superficie ventricular también encontramos una extensa red de axones serotoninérgicos (5-HT,
verde). Las células B1 contactan basalmente con los vasos sanguineos. En la ZSV también se observan expansiones de
neuronas positivas para colina acetiltransferasa (ChAT) (amarillo). (Lim y Alvarez-Buylla, 2014).

Las células B1 de la ZSV-V producen un gran numero de nuevas neuronas
destinadas al bulbo olfatorio a través de la generacién de células tipo C. Las células tipo
C se dividen entre 3 y 4 veces (Ponti et al.,, 2013) antes de dar lugar a las nuevas
neuronas migradoras o células A (Doetsch et al., 1997). Estas células migran largas

distancias desde la ZSV-V a través de una red glial de rutas interconectadas que
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convergen en la region anterior de los ventriculos laterales, formando el camino
migrador rostral, hasta alcanzar el bulbo olfatorio (Lois and Alvarez-Buylla, 1994; Lois et
al., 1996). Alli se diferencian en hasta 10 tipos de interneuronas granulares y
periglomerulares integrdndose en los circuitos existentes (Merkle et al., 2007).
Curiosamente, cada subtipo de estas nuevas neuronas juega un papel diferente en la

circuiteria del bulbo olfatorio (Lepousez et al., 2013).

Como hemos comentado, la ZSV-V es un “nicho” con un microambiente muy
definido por las interacciones entre los distintos tipos celulares y los factores
reguladores. Entre estas interacciones cabe destacar el papel de las células
ependimarias y endoteliales. Las células ependimarias constituyen una importante
poblacién dentro de este nicho. Tapizan las paredes de los ventriculos laterales y
mueven el liquido cefalorraquideo formando gradientes de concentracion de factores
que determinan la direccionalidad de migracién de los neuroblastos (Sawamoto et al.,
2006; Spassky, 2005). Estas células pueden clasificarse en dos tipos teniendo en
cuenta el numero cilios: las células ependimarias multiciliadas (E1) y las biciliadas (E2).
Ambos tipos celulares forman parte de los pinwheels, sin embargo todavia se
desconoce la funcion especifica de las E2 (Mirzadeh et al., 2008) (Figura 2). Ademas,
en contacto con la superficie de las células ependimarias, se han encontrado axones
serotoninérgicos supraependimarios que forman una extensa red y regulan la tasa
proliferativa y neurogénica de las células B1 (Tong et al., 2014a; 2014b). Por otro lado,
el extenso plexo vascular presente en la ZSV-V también representa una importante
fuente de senales extrinsecas para la regulacion de las células B1 (Tavazoie et al.,
2008). Algunos de estos factores son secretados directamente por las células epiteliales
gue componen los vasos sanguineos. En concreto la betacelulina, factor de crecimiento
semejante al factor de crecimiento epidérmico (EGF), cumple un papel fundamental en
la proliferaciéon y produccion de neuroblastos (Gémez-Gaviro et al.,, 2012). Los tipos

celulares que complementan el nicho neurogénico son la microglia y oligodendrocitos.

Aunque las células madre neurales de la ZSV-V generan nuevas neuronas de
forma continua durante la vida adulta, defectos en la capacidad proliferativa contribuyen
a una drastica reduccion de la produccion de nuevas neuronas durante el
envejecimiento (Capilla-Gonzalez et al., 2014; Luo et al., 2006). El pool de células B1 se
mantiene estable hasta los 12 meses de edad, pero disminuye progresivamente con el
envejecimiento (Bouab et al., 2011; Shook et al., 2012). Ademas, la reduccion de la
capacidad proliferativa se relaciona con una disminucion de la poblacion de células tipo

C y A, observandose una reduccion del camino migrador rostral, mientras que la
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generacion de células oligodendrogliales no se encuentra comprometida (Bergmann et
al., 2012; Capilla-Gonzalez et al., 2013).

1.1.1.2 Zona Subgranular del giro dentado del hipocampo

La ZSG es una regién localizada en la interfase entre el hilus y el giro dentado
del hipocampo. Sin embargo, a diferencia de la ZSV-V, se trata de un nicho separado de
las paredes ventriculares. Esta region neurogénica continuamente genera nuevas
neuronas durante la edad adulta, las cuales se diferencian en neuronas granulares y
sobre las que se ha sugerido que contribuyen a los procesos de aprendizaje y memoria

(Gongalves et al., 2016; Kempermann, 2004).

Al igual que la ZSV-V, las células madre neurales de la ZSG han sido
identificadas como células de tipo astroglial (Seri et al., 2001). En esta regién estas
células han recibido diversos nombres: astrocitos radiales (Seri et al., 2004),
progenitores tipo 1 (Filippov et al., 2003) o células de tipo glia radial. Estas células
poseen un largo proceso radial que atraviesa la capa granular y presentan finas
expansiones laterales a lo largo de la ZSG (Kempermann, 2004; Seri et al., 2001; 2004).
Ademas, esta glia radial presenta pies chupadores sobre los vasos de la ZSG (Filippov
et al., 2003), cuyas células endoteliales secretan factores reguladores de la
neurogénesis adulta como el factor de crecimiento epidérmico vascular (VEGF) (Licht et
al., 2011), el factor de crecimiento de la insulina 1 (IGF1) y el factor neurotrofico
derivado del cerebro (BDNF) (Trejo et al., 2007). Las células del tipo glia radial se
caracterizan por expresar nestina, GFAP, la proteina de unién a lipidos del cerebro
(BLBP), Sox2 y presentar un cilio primario, esencial para las vias de sefalizacion
relacionadas de Shh, relacionadas con la proliferacién en el giro dentado (Han et al.,
2008).

Los astrocitos radiales dan lugar a células progenitoras, intermediarios
proliferativos o células tipo 2, que presentan caracteristicas de células de amplificacion y
que muestran una morfologia horizontal (Kempermann et al., 2004; Seri et al., 2001;
2004). Estos progenitores intermediarios se generan por divisiones asimétricas de los
astrocitos radiales en el plano mitético horizontal paralelo a la ZSG (Encinas et al., 2011;
Seri et al.,, 2004). Una subpoblacién de células tipo 2 mantiene la expresion de
marcadores gliales (células tipo 2a), mientras que la otra comienza a expresar factores
relacionados con la determinacién neuronal como Prox1, NeuroD y doblecortina (DCX)
(Kempermann et al., 2004; Seri et al., 2001; 2004; Steiner et al., 2006). Por lo tanto, las
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células tipo 2 marcan la transicion entre el fenotipo glial y las caracteristicas de un linaje
neuronal. Las células tipo 2 dan lugar a células tipo 3 o D que se diferenciaran en
neuronas inmaduras que migran cortas distancias hasta la capa granular (Figura 3). Una
vez en esta capa, las neuronas inmaduras extienden sus proyecciones axonales hacia
las rutas de fibras musgosas de la capa piramidal de la CA3 y sus dendritas en direccion

opuesta hacia la capa molecular (Ming and Song, 2011).

A"’"“ﬂ"’o")" o

B (Ar)/ B (Ah)/ Neurona Neurona
Tipo 1 Tipo 2 Tlpo 3 inmadura granular

Figura 3. Organizacion y tipos celulares de la ZSG del giro dentado del hipocampo. Las células de glia radial o tipo
1 extienden su expansién radial hacia la capa granular, mientras que las células tipo 2 extienden expansiones laterales
(ambas en azul). Las células tipo 3 o D forman grupos y se localizan preferencialmente en la ZSG (verde). Las neuronas

inmaduras comienzan a extender sus dendritas hacia la capa granular (rojo). Bv, vaso sanguineo.

1.1.1.3 Regiones neurogénicas no canonicas

Aunque en numerosas clases de vertebrados, incluyendo peces, anfibios y
reptiles, el proceso de neurogénesis adulta tiene lugar en distintas regiones del sistema
nervioso central, en mamiferos la mayoria de las regiones cerebrales y medulares se
han determinado como parénquima no neurogénico. Sin embargo, desde hace una
década algunos autores sugieren que otras regiones cerebrales localizadas a lo largo
del sistema ventricular también pueden dar lugar a nuevas neuronas y dlia,
principalmente tras una lesion (Feliciano et al., 2015; Lin y lacovitti, 2015). Estas zonas

han sido denominadas “regiones neurogénicas no canénicas”.

Una de estas regiones se encuentra localizada en las paredes del tercer
ventriculo (Lee y Blackshaw, 2012). Donde las células que tapizan el suelo y las

paredes laterales del tercer ventriculo se denominan tanicitos y presentan una larga
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expansion radial, considerandose células de tipo glia radial (Flament-Durand y Brion,
1985). Estas células han sido clasificadas en cuatro tipos segun su ubicacion y la
localizacion del proceso basal (Rodriguez et al., 1979). En condiciones fisiolégicas,
presentan una tasa de proliferacién baja (Kokoeva et al., 2007). Sin embargo, estudios
en los que se alteran las condiciones fisioldgicas en el cerebro postnatal, como dietas
ricas en grasa, fotoperiodo, ejercicio o administraciéon de factores de crecimiento, han
mostrado que los tanicitos tienen la capacidad de generar neuronas y glia (Goodman
and Hajihosseini, 2015; Xu et al.,, 2005). A pesar de ello, la identidad exacta y

localizacién de esta poblacién celular es controvertida (Kusne et al., 2016).

Otra region en la que se ha observado capacidad proliferativa es el canal central
de la medula espinal (Alfaro-Cervell6 et al., 2012; Horner et al., 2000; Martens et al.,
2002). El epitelio que tapiza las paredes del canal central esta principalmente constituido
por células ependimarias y algunos astrocitos localizados en las regiones dorsal y
ventral (Alfaro-Cervell6 et al., 2012; Fiorelli et al., 2013; Hamilton et al., 2009).
Numerosos trabajos realizados en ratones y humanos han confirmado que estas células
presentan propiedades de célula madre in vitro, dando lugar a neuroesferas
multipotentes (Bauchet et al., 2013; Dromard et al., 2008). En condiciones fisiolégicas,
estas células se dividen simétricamente para expandir la poblacién local de células
ependimarias y contribuir al crecimiento de la médula espinal (Alfaro-Cervell6 et al.,
2012). Tras una lesion medular, las células ependimarias se activan rapidamente,
proliferando y dando lugar no solo a astrocitos formadores de la cicatriz glial, si no
también a oligodendrocitos (Meletis et al., 2008). Sin embargo, cabe destacar que estas
células ependimarias presentan caracteristicas morfolégicas y moleculares distintas a
las células E1y E2 de la ZSV-V.

1.1.2 Modelos in vitro para el estudio de la neurogénesis adulta

La caracterizacion de las células madre neurales adultas de la ZSV-V in vivo ha
ido acompafiada del estudio de sus caracteristicas in vitro. Los primeros trabajos
llevados a cabo por Reynolds y Weiss, donde por primera vez se consiguieron aislar
células del sistema nervioso central, demostraron que las células derivadas de las
regiones periventriculares eran capaces de generar una progenie multipotencial
(Reynolds y Weiss, 1996), lo que contribuyé a demostrar la existencia de las células

madre neurales adultas. Estos cultivos celulares se basaban en el aislamiento y
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disgregaciéon enzimatica de estas células, las cuales crecian como esferas no
adherentes, denominadas neuroesferas, en presencia de EGF y el factor de crecimiento
fibroblastico (FGF). Tras la eliminacion de los factores de crecimiento, las células se
adherian al sustrato y comenzaban a diferenciarse en neuronas, astrocitos, y
oligodendrocitos. Ademas, también se propuso que las neuroesferas derivaban tan solo
de células relativamente quiescentes, basandose en experimentos en los que las
neuroesferas se cultivaban tras la eliminacion in vivo de las células de division rapida
(Morshead et al., 1994). Sin embargo, en ese momento los tipos celulares de la ZSV-V
todavia no estaban bien caracterizados y se desconocian las caracteristicas de las
células de las que se partia en el cultivo. Recientes estudios realizados con
combinaciones de marcadores aislan las poblaciones de células madre neurales
quiescentes y activas mostrando que las células quiescentes raramente forman colonias
in vitro (Mich et al., 2014).

Progresivamente se han desarrollado otros métodos de expansion y cultivo celular
in vitro. Entre estos, uno de los mas usados actualmente es el cultivo adherente en
monocapa. Este tipo de cultivo se ha descrito como un modelo de cultivo alternativo que
recapitula in vitro el proceso de neurogénesis postnatal de la ZSV-V, permitiendo
monitorizar la secuencia de eventos desde un estadio de tipo célula madre glial a
neuronas maduras (Scheffler et al., 2005). Estos cultivos adherentes eliminan algunos
de los problemas asociados a la heterogeneidad celular de las neuroesferas, ya que
representan una poblacién de precursores celulares mucho mas homogénea. Las
células cultivadas son expuestas uniformemente a los factores EGF y FGF, lo que
permite la expansién a través de divisiones simétricas e inhibe la diferenciacion
espontanea (fendmeno también descrito en células madre neurales derivadas de células
madre embrionarias) (Conti y Cattaneo, 2005). Ademas estudios recientes muestran que
las células cultivadas en monocapa retienen la expresion génica y potencial neurogénico
regionales de las células madre de las regiones dorsal y ventral de la ZSV-V (Delgado et
al., 2016).

El aislamiento de estas células y su amplificacién en cultivos han permitido tener
una mayor comprensiéon de la regulacion de los mecanismos de proliferacion,
diferenciacion y dinamismo en las células madre neurales. Sin embargo, hay que tener
en cuenta que estos ensayos in vitro no son el modelo ideal para estudiar determinados

aspectos de las células madre in vivo.
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1.1.3 Origen de las células madre neurales adultas de la ZSV-V

Una de las cuestiones que mas ha interesado a los cientificos es la determinacion
del momento en el que se originan las células madre adultas de la ZSV-V. Es bien
sabido que durante los primeros estadios del desarrollo embrionario, el cerebro
comienza a formarse a partir del tubo neural, inicialmente constituido por un epitelio
columnar pseudoestratificado denominado neuroepitelio. Las células neuroepiteliales se
caracterizan por ser una poblacion homogénea que contacta con la cavidad ventricular
en su extremo apical y con la lamina basal en su extremo basal o subpial (Figura 4).
Ademas, estas células presentan un caracteristico proceso mitético denominado
“migracién nuclear intercinética”, caracterizado por movimientos nucleares asociados a
la progresion de las distintas fases del ciclo celular (Fujita, 2014; Sauer, 1935). Durante
la fase G1, el nucleo de estas células se dirige hacia el extremo basal de la célula,
donde permanece para completar la fase S del ciclo celular. En la fase G2, el nucleo se

aproxima a la superficie apical, donde se produce la mitosis.

Neuroepitelio

Lamina Basal

by

Figura 4. Organizacion del neuroepitelio. Las células neuroepiteliales son un epitelio pseudoestratificado que
constituye la zona ventricular (ZV). Estas células son responsables de la expansién del tubo neural en los estadios mas

tempranos del proceso de neurogénesis. Adaptado de (Taverna et al., 2014).

Poco después del inicio del proceso de neurogénesis cortical (en roedores
alrededor del estadio embrionario (E) E10-11), las células neuroepiteliales son
reemplazadas por un nuevo tipo de célula progenitora denominada glia radial (Caviness
y Takahashi, 1995; Noctor et al., 2002). Estas células, al igual que las células
neuroepiteliales, conservan la polaridad apical-basal y presentan migraciones nucleares

intercinéticas. Sin embargo, como consecuencia del progresivo engrosamiento del
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coértex, la glia radial presenta un alargamiento de la expansion radial en contacto con la
superficie pial y sus nucleos quedan retenidos en la region préxima a los ventriculos o
zona ventricular (ZV) (Kriegstein and Alvarez-Buylla, 2009; Merkle et al., 2004). Ademas
estas células comienzan a expresar la BLBP (Feng y Heintz, 1995), el transportador de
glutamato especifico de glia (GLAST) (Shibata et al., 1997), proteinas de filamentos
intermedios como vimentina (Pixley y de Vellis, 1984) y RC2 (Merkle et al., 2004), y
contienen granulos de glucégeno (Gadisseux y Evrard, 1985). Tras el nacimiento, la glia
radial localizada en las paredes de los ventriculos laterales retrae su proceso basal y
pierde la expresion del marcador RC2, transformandose en una poblacion de astrocitos
(células tipo B) que contintan funcionando como progenitores neurales primarios
durante la vida adulta. Estas células ademas dan lugar a células ependimarias
multiciliadas, astrocitos estriatales y oligodendrocitos (Merkle et al., 2004; Spassky,
2005) (Figura 5).
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Figura 5. Naturaleza glial de las células madre neurales embrionarias y adultas. .Las células neuroepiteliales se
dividen simétricamente, hasta su transformacion en células de glia radial durante el desarrollo embrionario. La glia radial
se divide asimétricamente dando lugar a neuronas y nuevas células de glia radial. En los ultimos dias del desarrollo
embrionario la glia radial da lugar a astrocitos, y tras el nacimiento esta glia radial se transforma en astrocitos tipo B1 de
la ZSV-V y en células ependimarias multiciliadas. Las flechas continuas indican evidencias experimentales. Las flechas
discontinuas indican hipétesis; IPC, célula progenitora intermediaria; MA, capa del manto; MZ, zona marginal; NE,
neuroepitelio; nIPC, célula progenitora neural; oPIC, célula progenitora oligodendrocitica. Adaptado de (Kriegstein y
Alvarez-Buylla, 2009).
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1.1.4 Generacion de las células B1

Hasta la actualidad se desconocia en qué momento concreto se generaban las
células B1 a partir de los precursores neurales responsables de la neurogénesis
embrionaria. Recientes estudios han utilizado lineas de ratones transgeénicos
combinadas con marcaje con bromodesoxiuridina (BrdU) y marcaje retroviral de las
células en division para determinar el momento en el que se generan las células B1.
Fuentealba y cols. llevaron a cabo un elegante experimento en el que determinaron el
linaje celular marcando células en division con la proteina verde fluorescente (GFP) y un
retrovirus con un “cddigo de barras genético” presentado por un oligonucleétido de 24
pares de bases (Fuentealba et al., 2015). Con este experimento, todas las células
derivadas de un solo progenitor marcado durante el periodo embrionario deberian
heredar el mismo cédigo de barras. Los resultados de este trabajo demuestran que las
células madre neurales generadas en los estadios iniciales del desarrollo embrionario
también dan lugar a células madre adultas, que a su vez generan neuronas del bulbo
olfatorio en el adulto. Mediante este estudio se confirman hallazgos previos que
asociaban la localizacién de las células madre en distintas regiones de la ZSV-V con los

diferentes tipos de neuronas generadas en el bulbo olfatorio (Merkle et al., 2013).

Otro reciente trabajo ha elucidado uno de los componentes clave en el proceso de
regulacion y determinacion de los progenitores embrionarios, el inhibidor dependiente de
ciclina p57"? (Furutachi et al., 2015). Esta proteina pertenece a la familia de los
inhibidores de quinasas dependientes de ciclinas (CDK) y ha sido relacionada con la
salida del ciclo celular y la diferenciacion neuronal (Ye et al., 2009). En este estudio se
demuestra que los niveles de expresion de p57""? son variables en las células
progenitoras embrionarias de la eminencia ganglionar, siendo las células marcadas las
que retardan la progresion de su ciclo celular. Adicionalmente, los autores suprimieron el
gen p57 observando una disminucion de células con baja tasa proliferativa durante la
embriogénesis, asi como una disminucion de células madre neurales en la ZSV-V adulta
(Furutachi et al., 2015). Por lo tanto, p57**? parece estar implicado en el la especificacion

o0 mantenimiento de un subgrupo de células madre quiescentes de la ZSV-V.

Estos dos estudios de los grupos de Fuentealba y Furutachi demuestran que la
subpoblacion de glia radial progenitora se genera durante el desarrollo medio-fetal (en
roedores E13.5-E15.5), manteniéndose relativamente quiescente hasta ser reactivada

postnatalmente (Fuentealba et al.,, 2015; Furutachi et al., 2015). Todas estas
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observaciones confirman que las células madre neurales adultas derivan de una

poblacion de glia radial embrionaria.

1.1.5 ¢Las células B1 constituyen una poblacion uniforme?

Desde la identificacion de la naturaleza astroglial de las células madre neurales
adultas, gran nimero de investigadores han centrado sus esfuerzos en determinar la
identidad precisa de estas células para poder conocer su comportamiento y funcion in
vivo. Durante algun tiempo se asumio que las células B1 debian corresponder a una
poblacion celular homogénea que se dividia infrecuentemente pero que presentaba una
gran plasticidad para generar multiples tipos de neuronas y glia. Sin embargo, el
desarrollo de nuevas tecnologias como la separacion de células activadas por
fluorescencia (FACS), la secuenciacion de célula unica o los estudios de trazado celular
in vivo han mostrado que las células madre neurales constituyen una poblacion
heterogénea (Alvarez-Buylla et al., 2008; Chaker et al.,, 2016; Codega et al., 2014;
Merkle et al., 2007; 2013). Dentro de esta heterogeneidad, encontramos poblaciones de
células madre neurales que difieren en su estado proliferativo y propiedades
moleculares, formando un mosaico de células madre quiescentes y activas (Codega et
al., 2014; Mich et al.,, 2014; Morshead et al.,, 1994). Las células madre neurales
quiescentes son células de division lenta que sobreviven al tratamiento con drogas
antimitéticas, como la citosina de arabindsido (Ara-C), y son capaces de regenerar la
ZSV-V tras las eliminacién del tratamiento. Ademas dan lugar a nuevas neuronas y
expresan GFAP, Glast y BLBP en condiciones fisiolégicas (Codega et al., 2014; Doetsch
et al., 1999; Giachino y Taylor, 2009). En contraste, las células madre neurales activas
son eliminadas con tratamientos antimitéticos y expresan el receptor de EGF (EGFR) y
nestina (Codega et al., 2014; Pastrana et al., 2009) (Figura 6).
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Figura 6. Propiedades in vivo e in vitro de las células madre de la ZSV-V. Las células madre quiescentes son nestina
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negativas, retienen marcaje (linea azul), son neurogénicas in vivo (linea magenta) y raras veces dan lugar a neuroesferas
o cultivos adherentes in vitro (linea azul clara). Las células madre activas son altamente proliferativas (linea verde) y
generan rapidamente neuronas in vivo estando enriquecidas en las neuroesferas y colonias in vitro. Trabajos previos han

mostrado que las células EGFR+ también son muy proliferativas in vivo y dan lugar a neuroesferas (Codega et al., 2014).

Recientemente, multiples combinaciones de marcadores han sido usadas para
purificar estas dos poblaciones de células madre y elucidar sus propiedades funcionales
asi como sus patrones de expresion génica. Estos trabajos han mostrado que las
células madre quiescentes presentan una mayor expresion de genes relacionados con
adhesién celular, respuestas a la matriz extracelular, comunicacién celular, receptores
de sefalizacion, transportadores y canales de iones. Ademas, estas células presentan
mayor numero de genes relacionados con el metabolismo de acidos grasos y la glicdlisis
(Codega et al.,, 2014; Llorens-Bobadilla y Martin-Villalba, 2016). Curiosamente, el
estudio de estos patrones de expresion génicos ha revelado que las células madre
neurales quiescentes entran en un estado de quiescencia pre-activada o primed-
quiescent antes de activarse, el cual va acompafiado de la regulacién a la baja del
metabolismo glicdlico (Llorens-Bobadilla et al., 2015). En el caso de las células madre
activas, los genes de mayor expresion son los relacionados con el ciclo celular, sintesis

de ribosomas y fosforilacién oxidativa (Figura 7).
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Figura 7 Heterogeneidad de las células madre neurales de la ZSV-V. Estudios de secuenciacién de célula Unica
muestran una poblacién de células madre durmientes que presentan marcadores gliales y un metabolismo glicolitico y
lipidico durante la homeostasis. Las células madre durmientes entran en un estado de quiescencia pre-activada antes de
la activacion, hecho acompafiado de la disminucion del metabolismo glicolitico y la activaciéon de factores de transcripcion

relacionados con el linaje neuronal y la sintesis proteica. Adaptado de (Llorens-Bobadilla et al., 2015).

Por otra parte, estudios de linaje y mapeo celular han puesto de manifiesto una
heterogeneidad regional de las células madre de la ZSV-V. El trazado con lineas de
ratones CreERT2-loxP, virus dirigidos o mutantes con pérdida de funcién (en diferentes
regiones rostro-caudales o dorso-ventrales de la ZSV-V) han mostrado que distintas
células madre residen en distintos territorios o micro-dominios, dando lugar a varios
subtipos de interneuronas en el bulbo olfatorio (Merkle et al.,, 2013; 2015). Esta
heterogeneidad regional se correlaciona con la expresion regional de factores de
transcripcién especificos (Lopez-Juarez et al., 2013; Merkle et al., 2013), determinados
en el estadio embrionario E15.5 (Fuentealba et al., 2015). Curiosamente, estas células
madre contindan generando subtipos especificos de neuronas, incluso tras el trasplante
en otras regiones cerebrales, sugiriendo que el programa de diferenciacién para dar
lugar a la progenie neuronal debe estar determinado, en parte, por factores intrinsecos
(Merkle et al., 2007) (Figura 8). Ademas, también se ha descrito que las células madre
neurales dan lugar a oligodendrocitos y astrocitos preferentemente en las regiones
dorsal y dorso-lateral de la ZSV-V (Menn, 2006; Tong et al., 2015). Sin embargo, todavia

se desconoce la identidad precisa de estas células madre.
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Figura 8. Origen embrionario de las células B1 postnatales. (A) Izquierda: Seccion coronal del cerebro embrionario de
raton (E12.5) ilustrando la organizacién regional de las células progenitoras de la zona ventricular en la corteza (verde),
estriado/ eminencia ganglionar lateral (azul) y septal (morado). Derecha: Los dominios de estos progenitores se
encuentran retenidos en el cerebro postnatal dorsal (verde), ventral (azul) y medial (morado) y contienen células madre
neurales que generan diferentes subtipos de interneuronas que migran hacia el bulbo olfatorio. (B) Linajes individuales
ilustrando la progresiéon de las células madre desde el estado embrionario al adulto. Las células madre postnatales
derivan de regiones especificas de células pre-b1 que progresivamente divergen de otros progenitores embrionarios y
producen grupos de neuronas en el cortex (verde), estriado (azul) y septum (morado). Posteriormente, las mismas
regiones presentan células B1 de la ZSV-V dorsal (verde), ventral (azul) y medial (morado) que producen células
granulares superficiales, intermedias y profundas respectivamente en el bulbo olfatorio. Adaptado de (Fuentealba et al.,
2015).

1.1.6 Neurogénesis adulta en la ZSV-V de primates

1.1.6.1 Primates no-humanos

Se ha hipotetizado que el incremento de la complejidad en tamafio y topografia
del cerebro de primates puede limitar la contribucién a largo plazo del nacimiento de
nuevas neuronas en la pared ventricular (Paredes et al., 2015). Sin embargo existen
ciertas evidencias de la generacién de nuevas neuronas en la ZSV-V de primates no-
humanos que migran hacia el bulbo olfatorio (Kornack y Rakic, 1999). En el cerebro de
monos neonatales de la especie Callithrix jacchus existe un camino migrador rostral con
cadenas de neuroblastos migradores semejante al observado en roedores, sin embargo
este camino desaparece en el adulto (Sawamoto et al.,, 2011). En monos Rhesus
adultos, se ha observado un gran numero de células en la region ventral anterior de la
ZSV-V, que podrian corresponderse con el camino rostral migrador de roedores

(Pencea et al., 2001; Rakic, 2002b). No obstante, no solo existen diferencias en las
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rutas de migracion en primates en comparaciéon con roedores, sino que la ZSV-V
también presenta una organizaciéon con caracteristicas Unicas. A diferencia de los
roedores, la ZSV-V de primates no-humanos adultos presenta una organizacion en tres
capas (Gil-Perotin et al., 2009; Sawamoto et al., 2011). La capa | esta constituida
principalmente por un epitelio cuboidal de células ependimarias que tapizan la cavidad
ventricular. En Callithrix jacchus, esta capa presenta algunos astrocitos en contacto con
la luz ventricular exhibiendo un cilio primario, citoplasma claro, flamentos intermedios y
un nucleo irregular (Sawamoto et al.,, 2011). Estas células son semejantes a los
astrocitos B1 madre observados en la ZSV-V de ratones. Adyacente a la capa | se
encuentra la capa Il o capa GAP. Esta capa esta formada por las expansiones
citoplasmaticas de células ependimarias y astrocitos, ricas en filamentos intermedios. En
esta capa también se pueden encontrar los somas celulares de oligodendrocitos,
microglia, y en ocasiones de neuroblastos. En la capa 3 o astrocitica, encontramos un
gran numero de astrocitos ricos en filamentos intermedios (Figura 9). Sin embargo, en
marmosets neonatales estas capas no se encuentran tan bien definidas debido a la gran
cantidad de células migradoras que se encuentran en esta region. Ademas, presentan
un mayor numero de grupos de astrocitos B1 contactando la cavidad ventricular

(Sawamoto et al., 2011).

1.1.6.2 Humanos

El estudio de la neurogénesis adulta en el cerebro humano comenzdé con los
estudios de Eriksson y cols., en los que los autores estudiaron muestras de pacientes
tratados con BrdU, e identificaron células marcadas en la ZSV-V y el giro dentado del
hipocampo adultos (Eriksson et al., 1998). Trabajos posteriores han mostrado grandes
diferencias entre la ZSV-V infantil y adulta. En recién nacidos, la ZSV-V presenta
actividad proliferativa y contiene numerosas células DCX+, algunas de las cuales migran
hacia el bulbo olfatorio por el camino migratorio rostral (Sanai et al., 2007). Ademas, a
diferencia de los roedores, una subpoblaciéon de estos neuroblastos migra hacia la
corteza prefrontal a través del denominado camino migratorio medial (Paredes et al.,
2016; Sanai et al, 2011). Sin embargo, tras 18 meses de edad el numero de
neuroblastos DCX+ disminuye drasticamente (Sanai et al., 2011). Estudios de la
concentracion de carbono 14 en el ADN gendomico de cerebros humanos,
correspondiente a los niveles de 14C ambiental, no observaron generacién de nuevas
neuronas en el bulbo olfatorio (Bergmann et al., 2015). No obstante, se han obtenido

neuronas in vitro a partir de biopsias intra-operatorias de la ZSV-V adulta (Chaichana et
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al., 2009). Por otra parte, la ZSV-V humana adulta presenta una organizacién en capas,
similar a los primates no-humanos, donde se observa una capa GAP proxima a capa
ependimaria, rica en expansiones astrociticas y ependimarias (Quifiones-Hinojosa et al.,
2005). La aparicion de esta capa GAP parece relacionarse con la desaparicion de las
células migradoras. Adyacente a esta capa, existe una capa ribbon o capa Ill que
contiene los somas celulares de numerosos astrocitos con morfologia variable. Esta
capa ademas se continia con una capa de transicién (capa IV) con pocas células,

semejante al parénquima cerebral (Figura 9).

Numerosos estudios han investigado las caracteristicas morfolégicas y
ultraestructurales de las células madre, asi como los mecanismos de regulacion génica.
Sin embargo, la morfologia nuclear de estas células ha sido poco estudiada. En el
siguiente apartado de la presente tesis introduciremos algunos los principales aspectos

de la regulacion y morfologia del nucleo de las células madre neurales de la ZSV-V.
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Figura 9. Regiones neurogénicas y organizaciéon de la ZSV-V en roedores, primates no-humanos y humanos.
Columna izquierda: Visién dorsal de los cerebros de distintas especies. Columna media: Vision sagital de cada uno de los
cerebros en el plano parasagital del camino migrador rostral y el bulbo olfatorio. Las regiones verdes indican zonas
germinales. Los puntos rojos indican los destinos de los neuroblastos migradores. Columna derecha: Vision coronal del
cada cerebro. Esquema de los diferentes precursores neuronales en la ZSV-V a través de las distintas especies. La ZSV-
V adulta esta constituidad mayoritariamente por los mismos tipos celulares a lo largo de las diferentes especies. Las
células ependimarias multiciliadas (blanco) tapizan las paredes de los ventriculos laterales y en primates se encuentran
separadas de los astrocitos (morado) y los progenitores neuronales (azul) por células tipo A (rojo). En el humano adulto,
la ZSV-V contiene una capa GAP entre las células ependimarias, astrocitos y las pocas células progenitoras (azul).
Adaptado de (Paredes et al., 2015).
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1.2 Células madre neurales: El nucleo

El nucleo celular es la estructura fisica del genoma en la célula, en cuyo interior el
ADN se encuentra empaquetado como cromatina. En 1920 Emil Heitz describié por
primera vez la heterocromatina y eucromatina como regiones del genoma silenciadas y
activas respectivamente (Zacharias, 1995). En la actualidad sabemos que la unidad
basica de esta cromatina estd compuesta por una cadena de ADN de 147pares de
bases enrollada alrededor de un octamero de histonas, el nucleosoma, de 30 nm de
diametro (Zhu y Li, 2016). La funcion primaria de la cromatina es el empaquetamiento y
refuerzo del ADN para permitir los procesos mitéticos, prevenir la rotura cromosémica y
controlar la expresién y replicacion del ADN. Teniendo en cuenta los distintos niveles de
organizacién de cromatina, podemos definir cuatro niveles de regulacion del ADN: la
codificacién de secuencias nucleotidicas de la molécula de ADN, la organizacién de la
cromatina, la regulacion epigenética y la organizacién espacial del genoma en el interior
del nucleo. La regulacion transcripcional y epigenética del genoma de las células
implicadas en el proceso de neurogénesis adulta ha emergido como uno de los mas
interesantes paradigmas para el estudio de las modificaciones de cromatina en la

especificacion de tipo celular.
1.2.1 Epigenética y neurogénesis.

La epigenética es el estudio de los mecanismos bioldégicos que generan cambios
heredables en la expresion génica y no conllevan cambios en la propia secuencia de
ADN (Bird, 2007; Jaenisch y Bird, 2003). Las células madre neurales mantienen un
estado epigenético que permite la autorrenovacion y produccién de multiples vy
diferenciados tipos celulares. Por lo tanto, este estado epigenético debe incluir la
expresion de genes especificos, la represion de otros loci, y el mantenimiento de los
genes requeridos para la especificacion de linaje (Lim, 2013). Estos cambios
epigenéticos pueden tener lugar de forma espontanea o estar inducidos por diversos
factores tales como la edad, el ambiente, la enfermedad, etc. Los principales
mecanismos epigenéticos son la remodelacion de la cromatina, la metilacion del DNA,
las modificaciones covalentes de las histonas y la regulacién mediada por RNA no
codificante (Hsieh y Zhao, 2016) (Figura 10). Estos mecanismos interactian y
convergen con la cromatina para ejercer un control transcripcional y contribuir a las

bases epigenéticas de la identidad celular.
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Figura 10. Principales mecanismos epigenéticos. Las cuatro principales categorias epigenéticas: modificacion de
histonas, remodelado de cromatina, metilacion de ADN y ARN no codificante. La naturaleza dinamica de los mecanismos
epigenéticos ofrece un importante nivel de regulacion génica ya que controla multiples aspectos de la neurogénesis

adulta en respuesta a las sefiales ambientales. Adaptado de (Hsieh and Zhao, 2016).

Uno de los principales mecanismos epigenéticos en vertebrados es la metilacion
del ADN. Este proceso se basa en la adicion de grupos metilo a una de las bases de la
cadena de ADN. En mamiferos, la metilacién del ADN tiene lugar principalmente en el
quinto carbono de la base de citosina, formandose la 5-metilcitosina (5-mC) (Jaenisch y
Bird, 2003). Este proceso es conocido por su papel represivo sobre promotores génicos,
constituyendo un importante mecanismo para el silenciamiento génico (Bird and Wolffe,
1999). Las proteinas encargadas del proceso de catalizacion de las metilaciones de
ADN son una familia de enzimas denominadas metiltransferasas de ADN o DNMT e
incluyen DNMT1, DNMT3a y DNMT3b. La DNMT3a se encuentra en células madre
neurales postnatales y su funcion represora facilita la transcripcién de genes clave para
la neurogénesis (Wu et al., 2010). Ratones nulos para DNMT3a presentan una
reduccion de la neurogénesis adulta en la ZSV-V y por tanto una disminucién del
tamano del BO (Gonzales-Roybal y Lim, 2013).

Otro de los principales mecanismos epigenéticos es la modificacion post-
transcripcional de las histonas. Existe una gran variedad de modificaciones
postranscripcionales tales como las acetilaciones, metilaciones, ubiquitinizaciones,
fosforilaciones y ribosilaciones (Jenuwein y Allis 2001; Bernstein et al. 2007). Las
metilaciones pueden resultar en la represion o activacion de la transcripcion génica
dependiendo del residuo metilado (Juliandi et al.,, 2010). Algunas de estas

modificaciones como la di- o tri-metilacion de la lisina 4 (H3K4me) y fosforilacion de la
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serina 10 en la H3 se han descrito como signos de cromatina activa, a diferencia de
otras como la di- o tri-metilacion de la lisina 9 (H3K9me3) o la lisina 27 en la H3
(H3K27me3) que se han relacionado con regiones de cromatina inactiva, Ademas, las
regiones de heterocromatina pericentromérica se caracterizan por presentar
nucleosomas ricos en H3K9me a los que se unen las proteinas de heterocromatina
(Schalch and Steiner, 2016). Por otra parte, en la ZSV-V la H3K27me3 esta mediada por
la metiltranferasa EZH2, una proteina del complejo represivo policomb y cuya expresion
permite distinguir entre las poblaciones de células astrogliales neurogénicas de las no

neurogénicas (Hwang et al. 2014).

Otro mecanismo epigenético es el ARN no codificante. Este tipo de ARN
representa la mayoria del ADN transcrito en el genoma eucariota y no codifica proteinas
(lyengar et al., 2014). Los diversos tipos de ARN no-codificante como los micro ARN
(miARN), los ARN de interferencia (siARN), los ARN largos (IncARN) etc. se encuentran
principalmente implicados en la regulacién de la expresion génica y cumplen papeles
especificos de tipo celular en la funcién del cerebro en desarrollo y adulto (Gonzales-
Roybal and Lim, 2013).

1.2.2 Posicionamiento de la cromatina y envoltura nuclear

Las regiones gendmicas se encuentran compartimentalizadas en dominios
espaciales en el interior del nucleo (Pombo and Dillon, 2015). En la mayoria de tipos
celulares, la actividad transcripcional presenta una distribucion especifica: la
heterocromatina es una estructura densa localizada cerca de la Idmina nuclear y la
eucromatina ocupa el centro nuclear y las regiones proximas a los poros nucleares (Gay
y Foiani, 2015). Ademas, en el ndcleo en interfase, cada cromosoma ocupa su propio
territorio nuclear (Cremer and Cremer, 2001). El descubrimiento de dominios nucleares
funcionalmente especializados sugiere que la organizacién tridimensional del nucleo, o
arquitectura nuclear, debe jugar un importante papel en la direccién de la diferenciacion
celular, el desarrollo de organismos y la patogenia de enfermedades. De hecho,
recientes trabajos muestran una relacidon entre la organizacién nuclear y el
mantenimiento de la pluripotencialidad. Existen regiones enriquecidas en genes
asociados a pluripotencia como Oct4, Sox2, y Nanog en células madre embrionarias, lo
qgue pone de manifiesto el papel critico de las proteinas relacionadas con la arquitectura

nuclear en el mantenimiento del estado pluripotente (Gorkin et al., 2014; Sexton and
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Cavalli, 2013). En este sentido, también se han caracterizado células madre neurales
derivadas de lineas embrionarias y se ha observado que, aunque existe una
arquitectura cromosdmica comun a otros tipos celulares diferenciados, estas células
presentan configuraciones de cromatina con topografias especificas en las que se
localizan genes relacionados con el ciclo celular y el mantenimiento de la célula madre
(Krijger et al., 2016; Peric-Hupkes et al., 2010; Phillips-Cremins et al., 2013).

Otro de los dominios heterocromaticos especializados y con una localizacién
nuclear especifica son los telomeros. Estas nucleoproteinas consisten en largas
repeticiones de ADN de secuencia TTAGGG (en vertebrados), que adquieren una
estructura especial denominada ‘T-loop’. La funcién de estas estructuras es la
proteccion de los extremos de los cromosomas (Gonzalo y Eissenberg, 2016) y, en
algunos tipos celulares, presentan una localizacion preferencial préoxima a la envoltura
nuclear. EI mantenimiento de los teldmeros parece ser esencial para la conservacion de
las células madre neurales en la ZSV-V adulta (Ferron et al., 2004). Ademas los
telomeros se encuentran protegidos por un complejo proteico denominado shelterin que
protege la region terminal del los cromosomas contra los eventos de procesado
nucleolitico y previene el desencadenamiento del dafo al ADN (Lange et al., 2016).
Entre estas proteinas se encuentra el factor de unién a las repeticiones teloméricas o
TRF2, que sirve como molécula andamio para la remodelacién de los teldmeros durante
los estados replicativos (Benarroch-Popivker et al., 2016). Curiosamente, las células
madre neurales y la glia expresan TRF2 y se asocian al represor REST para preservar
la integridad telomérica, suprimiendo la represion de numerosos genes especificos
neurales y por lo tanto, manteniendo a las células madre neurales en un estado de

autorrenovacion (Grammatikakis et al., 2016a).

La envoltura nuclear, la interfaz entre el ndcleo y el citoplasma, es esencial para
la determinacion global de la organizacion nuclear. Actia como andamio para
enganchar la cromatina silenciada a la periferia nuclear, y se considera un
compartimento de silenciamiento génico (Brachner y Foisner, 2011). La envoltura
nuclear presenta una membranas nuclear interna y una externa, separadas por un
espacio perinuclear de 30-50 nm (Gay y Foiani, 2015). La MNE presenta mdltiples
conexiones con el reticulo endoplasmatico, y la MNI presenta una composicion proteica
distinta, con mas de 60 proteinas integrales de membrana que varian significativamente
entre tipos celulares (Schirmer y Gerace, 2005). Entre estas proteinas se encuentra el
receptor de la lamina B (LBR), fundamental para el reclutamiento de heterocromatina en

la lamina nuclear en células madre (Solovei et al., 2013), y LAP2, implicada en el
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silenciamiento génico en la periferia del nicleo de mamiferos (Zullo et al., 2012).

La envoltura nuclear de los metazoos posee una caracteristica adicional, la
lamina nuclear, la cual esta constituida por una red fibrosa de proteinas asociadas a la
membrana nuclear interna (Zuleger y Schirmer, 2011). Esta lamina puede observarse
con microscopia electronica (Belmont et al., 1993). Las laminas, principales
componentes de la lamina nuclear junto con una variedad de otras proteinas,
interactian con el ADN, las histonas, los factores de transcripcién y las proteinas de la
cromatina (Prokocimer et al., 2009 y Taddei et al., 2004). Mutaciones en genes que
codifican la lamina nuclear dan lugar a las laminopatias, que van desde las distrofias
musculares, a la progeria o envejecimiento acelerado (Gruenbaum y Foisner, 2015;
Lopez-Otin et al.,, 2016). Las laminas son una familia de filamentos intermedios
constituida por las laminas tipo A y B (Gruenbaum vy Foisner, 2015). Aunque
originalmente se pensaba que tan solo eran un componente estructural, nuevas
evidencias han mostrado que cumplen roles mas complejos y funcionan como un nexo
regulatorio en la periferia nuclear (Burke and Stewart, 2012). La Iamina B confiere
elasticidad al nucleo y mantiene su morfologia y se ha sugerido que cumple un papel
fundamental en la proliferacion y supervivencia (Kim et al., 2011), mientras que la lamina
A confiere viscosidad para impedir la deformacién nuclear. En el cerebro de roedores, la
lamina B aparece desde los primeros estadios embrionarios y se mantiene en células
GFAP+ de la ZSV-V postnatal, mientras que la lamina A/C comienza a expresarse en el
dia postnatal 5 en células GFAP y neuronas maduras (Rdber et al., 1989; Takamori et
al., 2007),

A pesar todas estas evidencias, la relacion entre la organizacion de la cromatina,
la morfologia nuclear de las células madre neurales y la expresion génica todavia no ha

sido elucidada.

1.2.3 Las células B presentan una envoltura nuclear caracteristica

En algunas células madre de la ZSV-V se han descrito inusuales invaginaciones
nucleares de la envoltura nuclear (Capilla-Gonzalez et al., 2014; Guerrero-Cazares et
al., 2011; Wittmann et al.,, 2009). Sin embargo, estos trabajos no revelan la
ultraestructura, frecuencia y posible funcién de estas invaginaciones nucleares. Aunque
los autores de estos trabajos no relacionan estas invaginaciones con ninguna estructura

nuclear previamente descrita, estas muestran cierta similitud con las denominadas

26



Introduccion

‘laminas de cromatina de la envoltura nuclear” (ELCS, del inglés envelope-limited
chromatin sheets) previamente descritas en distintos tipos de células normales y
cancerosas (Tabla 2 y 3). Estas estructuras nucleares son ldminas de cromatina de 30
nm de diametro limitadas en ambos lados por la MNI, generando un “sandwich” regular
y altamente reproducible de un grosor de unos 40 nm (Olins y Olins, 2009) (Figura 11).
Las ELCS fueron inicialmente descritas hacia la mitad de 1960s en leucocitos y
timocitos como bolsillos nucleares, nuclear blebs, nuclear loops, o proyecciones
nucleares (Epstein et al., 1966; Ghadially, 1997). Sin embargo, ya que muchas de estas
estructuras presentaban la misma morfologia, Davies Haynes y cols. unificaron la
terminologia y las denominaron “laminas limitadas por la envoltura nuclear” (ELS, del
ingles envelope-limited sheets) (Davies y Small, 1968). Aios después este nombre fue
ampliado a nuclear ELCS (Olins et al., 1998). Segun su organizacidon y numero de
laminas de cromatina, las ELCS se han clasificado en tres categorias: ELCS tipo 1
donde la lamina de cromatina esta limitada por citoplasma en ambos lados, tipo 2 donde

la lamina se encuentra entre el citoplasma y la cromatina nuclear y tipo 3 en los casos

en los que la lamina de cromatina se encuentra rodeada por cromatina nuclear (Figura
11) (Olins y Olins, 2009).
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Figura 11. Organizacién y clasificacién de las ELCS. Imagenes de MET mostrando los distintos tipos de ELCS y sus
correspondientes diagramas. (A-B) ELCS tipo 1-1 (A) y 1-2 (B) mostrando una ldmina de heterocromatina limitada en
ambos lados por las membranas nuclear interna y externa. Diagrama a. (C-D) ELCS tipo 2-1 y 2-2 donde se observan
dos o tres laminas de cromatina, en las que una siempre se encuentra delimitada por las membranas nucleares y proxima
ala citoplasma..Diagrama b. (E-F) ELCS Tipos 3-1 y 3-2. Las imagenes a, b, c y d proceden de muestras de células HL-
60 tratadas durante 4 dias con acido retinoico. Las muestras c y e proceden de células HL-60 sobreexpresando BCL2

durante 14 dias con acido retinoico. C: citoplasma, N: nucleoplasma, circulos marrones: ribosomas, circulos negros:
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fibras de 30 nm de heterocromatina, lineas marrones: membranas nucleares interna y externa. Adaptado de (Olins and
Olins, 2009).

Aunque no se ha identificado ningin componente exclusivo de las ELCS
nucleares, estudios inmunohistoquimicos en células HL-60 han mostrado que esta
region expresa lamina B, LBR, y Lap2 (Olins y Olins, 2009). Cuando se produce la
diferenciacion de los neutrdfilos in vivo e in vitro se forman las ELCS (Olins et al., 2008),
lo que requiere de niveles suficientes de LBR. De hecho, en ausencia de LBR, el nucleo
de los neutréfilos es ovoide, presenta una menor superficie de envoltura nuclear y la
heterocromatina se distribuye centralmente (Hoffmann et al., 2007). Curiosamente, las
ELCS nucleares no presentan expresion de DAPI, lamina A/C, nesprina ni SUN1, asi
como tampoco se han observado poros nucleares (Olins et al., 2008; 1998; 2001).
Aunque se ha hipotetizado que las ELCS nucleares podrian facilitar los procesos de
extravasacion o participar en el silenciamiento de genes necesarios para la
diferenciacion celular (Olins y Olins, 2004; Sanchez y Wangh, 1999), el papel de estas

estructuras sigue siendo desconocido.

Tipo celular Especie Referencias

Hyperoartia, Peces, tritius cristatus,

(Davies and Haynes, 1975; Davies

. Eritrocitos rana esculenta, Xenopus laevis, y and Small, 1968)
2 Sistema Gallus gallus
© Hematopoyético
8 poyet Mamiferos: Linfocitos, monocitos, (Davies and Small, 1968; Huhn,
S Leucocitos neutréfilos y timocitos en desarrollo 1967; Mikami et al., 2002; Olins et
z
a (cobaya y humano) al., 1998)
;8 Mamiferos (mus musculus); Zona (Capilla-Gonzalez et al., 2014;
@ Sistema Astrocitos  Subcallosa en desarrollo y ZSV-V Guerrero-Cazares et al., 2011;
- adulta fetal humana. Wittmann et al., 2009)
Nervioso Central N Mamif H - rei
lo amiferos (Humanos): retina en (Popoff and Ellsworth, 1969)
especificado desarrollo

Tabla 2. ELCS en tejidos normales.
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Tejidos Patologicos

Patologia Tipo Referencias
Leucemia mieloide aguda (Ahearn gt al., 1967; Anderson,
1966; Olins et al., 1998)
Leucemia Eosinofilos (Djaldetti et al., 2009)
mieloide | eucemia mieloide crénica

Leucemia linfoide

Sistema

Hematolinfoide Linfoma

Anemia y pre-
leucemia

Aneuploidia
cromosomal

Sistema nervioso Meduloblastoma

Sistema .
. . Carcinoma
respiratorio
. Dermatofibrosarc
Piel
oma
. Carcinoma
Sistema .
: papilar de
endocrino L
tiroides
Mama Fibroadenoma

Leucemia cronica megacariocitos-
granulocitica

Leucemia linfoide aguda
Leucemia linfoide crénica

(Thiele et al., 1990)

(Thiele et al., 1977)

(Eguchi et al., 1977; Ghadially,
1985; Mollo and Stramignoni,
1967)

Linfoma de Burkitt y linfosarcoma infantil (Epstein et al., 1966)

Linfoma de Hodgkin
Linfoma nodular

Linfosarcoma

Anemia de Fanconi granulocitica
Anemia sideroblastica granulocitica
adquirida

Anemia megaloblastica granulocitica
Trisomia D1 (13-15) (granulocitos)
Trisomia 14 (granulocitos)

Sindrome de Down (granulocitos)

Carcinoma pulmonar

Carcinoma broncogénico (granulocitos)

(Mollo and Stramignoni, 1967)

(Levine and Dorfman, 1975)

(Katayama and Schneider,
1977)

(Barton et al., 1987)
(Djaldetti et al., 2004)

(Bunting and Selig, 2002)
(Lutzner and Hecht, 1966)
(Dallapiccola et al., 1984)
(Djaldetti et al., 2004)

(Tani et al., 1971)

(Mollo et al., 1969)
(Clausen and Haam, 1969)
(Mollo et al., 1969)

(Beaumont et al., 1981)

(Ghadially, 1985)

Tabla 3. ELCS en tejidos patolégicos.
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2 Hipétesis y objetivos

2.1 Hipétesis

Ho. Las células madre neurales quiescentes de la ZSV-V presentan una morfologia
nuclear distintiva caracterizada por la presencia de laminas de cromatina limitadas por la
envoltura nuclear o ELCS.

Ha. Las células madre neurales quiescentes no presentan diferencias morfoldgicas

nucleares distintivas.

2.2 Objetivos

1. Determinar la relacion entre las invaginaciones nucleares previamente descritas en

las células B y las ELCS nucleares.

2. Estudiar la organizacion nuclear de las células B de la ZSV-V y determinar si existen

diferencias nucleares entre los estados quiescentes y activos.

2. Estudiar el momento y el proceso de formacion de las invaginaciones nucleares en

los precursores gliales de las células B1 durante desarrollo embrionario.

3. Estudiar los posibles factores epigenéticos implicados en los cambios de la

arquitectura nuclear en células madre neurales.

4. Estudio comparado de la morfologia nuclear de las células madre de la ZSV-V y la

ZSG del giro dentado del hipocampo.

5. Estudio comparado de la morfologia nuclear de las células madre neurales de la ZSV-

V en primates no-humanos y humanos.
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3 Material y métodos

3.1 Animales

3.1.1 Ratones

Los estudios realizados en el presente proyecto de tesis se llevaron a cabo en
ratones CD1 (Charles River) con edades comprendidas entre el estadio embrionario E10
y los P630 (21 meses edad).

Para los estudios de time-lapse se utilizaron ratones transgénicos GFP:GFAP
(FVB/N-TgGFAPGFP14Mes/J) (Laboratorios Jackson).

Los animales se mantuvieron a 22°C en un ciclo de luz/oscuridad de 12 horas y
con acceso a agua y comida ad libitum. El cuidado y la manipulacion de los animales se
llevé a cabo de acuerdo con las directrices del Comité de Etica y Experimentacion de la
Universidad de Valencia, y bajo la autorizacion del Servicio de Sanidad y bienestar
animal de la Generalitat Valenciana (2015/VSC/PEA/00068).

Técnica Edades Fijacién
Estudio morfolégico E10-18, PO, P15, P30,
(MET) 9 P60, P120, P240, P360, PFA 2%-GA 2,5%
P630 (N=4 por grupo)
Whole-mount (MET) P60 (N=2) PFA 2%-GA 2,5%
Ir:‘muno‘-‘o_ro pre-“y E18, PO, P60 (N=3 por PEA 4%-GA 0.5%
post-“ inclusion. grupo)
Immunofluorescencia E18, P60 (N=3 por PFA 4%
grupo)
Whole-mounts P60 (N=15) PFA 4%
L _ PFA 2%-GA2,5%/
Inyeccién AraC P60 (N=9) PFA 4%

PO, P21, P60, P120

Proliferacién 3H-timidina (N=3 por grupo)

PFA 2%-GA 2,5%

Cultivos Monocapa P7-8(N=12) | -
Cultivos Neuroesferas P60 (N=10) | -
Electroporacion P1(N=8) | -
Life imaging P5(N=2) | = e

Tabla 4. Edad y procedimiento de fijacion de los ratones utilizados para los diferentes estudios. MET: Microscopia

electrénica de transmision, PFA: paraformaldehido, GA: glutaraldehido.
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3.1.2 Primates no-humanos

Los primates no-humanos empleados fueron monos neonatales (Clea, n=3, PO-

1) y adultos (Clea, n=3, 2.5 afios) de la especie Callithrix jacchus.

Los animales se estabularon bajo condiciones estandar de intercambio de aire y
humedad relativa (50%) y ciclos de luz/oscuridad de 12 horas. Todos los protocolos
experimentales hasta la eutanasia y perfusién intracardiaca fueron llevados a cabo en el
laboratorio del Dr. Kazunobu Sawamoto en la Universidad de Nagoya, Japén; y fueron
aprobados por el Comité ético del Instituto Central de Animales de Experimentacion de

las Universidades de Keio y Nagoya.

3.1.3 Muestras humanas

La muestra de la ZSV humana fetal (18 semanas gestacionales) se obtuvo
durante la autopsia (intervalo post-mortem de menos de 48 horas) por el laboratorio del
Dr. Alvarez-Buylla en la Universidad de California en San Francisco (UCSF). El tejido se
obtuvo con el previo consentimiento informado de los familiares y las regulaciones éticas

institucionales del Comité de experimentacion Humana de UCSF.

3.2 Diseino experimental

3.2.1 Inyeccién de *H-Timidina

Para la determinacion de la morfologia nuclear de las células en proliferacion y los
estudios de pulso y captura, se realizaron inyecciones intra-peritoneales de *H-Timidina

(1,67ul/g, actividad especifica 1mCi/ml. Dosis: 1,67 uCi/g. Perkin Elmer).

El protocolo de inyecciéon para el estudio morfolégico de las células en proliferacion
(n=3), consisti® en 4 inyecciones intraperitoneales de *H-Timidina (1,67ul/gr) en
intervalos de 2 horas, y sacrificio a las 2 horas de la ultima inyeccion. Para el estudio de
la posible formacion de ELCS a tiempo largo, los animales recibieron el mismo protocolo

de inyeccion (n=3), y se sacrificaron 2 meses tras la inyeccion.

Por otra parte, para los estudios de nacimiento celular y estudio de las células que

retienen marcaje en el desarrollo, se realizaron dos inyecciones intraperitoneales de *H-
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Timidina (3,34ul/gr por inyeccién) a una hembra prefiada en el estadio E14.5. Tras el

nacimiento de las crias, estas se eutanizaron en PO (n=4) y P21 (n=4) .

A

% 120 20 T 2N analisis ZSV-V
L b el

P60

B

% anVan ¥ on 2m q analisis ZSV-V

1
P60 P120
C
& 2h 6d 42 o
Y 1 .5 |analisis ZSV-V
E14.5 PO/
D
&) = — 1 <2, analisis ZSV-V
7 E14.5 P21 )

Figura 12. Protocolos inyeccion timidina. A) Estudio de la morfologia nuclear de las células en proliferacion en la ZSV-
V. B) Estudio de la morfologia nuclear de las células que retienen marcaje dos meses tras la inyeccion. C, D) Estudio de

la morfologia nuclear de las células marcadas durante el estadio E14.5 en PO y P21.

3.3 Bombas Ara-C

Se llevd a cabo la activacién de las bombas osméticas (Alzet 1007D, flujo 0.5 ul/hr, 6
dias) con citésido-D-arabinofuranésido (Ara-C 2%, Sigma) en salino 0.9%. Tras 12
horas de activacion, se implantaron las bombas cargadas en la superficie cerebral de
los ratones mediante estereotaxia. Las coordenadas con respecto a Bregma usadas
fueron: anterior (A=0), lateral (L=1.1) y profundidad (P=0.1). Tras 6 dias de infusién de
Ara-C las bombas fueron retiradas y los animales fueron eutanizados 0 y 14 dias
después. Para confirmar la liberacion del Ara-C se pesaron las bombas tras ser

activadas y después de su retirada.

3.4 Microscopia electréonica de transmisiéon (MET)

Los ratones destinados al estudio de MET (n=30), fueron perfundidos con solucién
salina 0.9%, seguida de PFA 2%-glutaraldehido 2,5% (EMS). Los cerebros se post-
fijaron durante 12 horas en el mismo fijador y posteriormente se lavaron en tampén

fosfato (PB) 0.1M. Se obtuvieron secciones coronales de 200um de grosor en el
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vibratomo VT1000M (Leica) y se post-fijaron con tetradxido de osmio 2% (EMS) en PB
0.1M durante hora y media. Se llevo a cabo la deshidratacién de los cortes con
alcoholes de concentraciones crecientes, se contrastaron con acetato de uranilo 2% (2
horas) y se incluyeron en la resina epoxi, Durcupan (Fluka, Sigma). Una vez
polimerizada la resina (2 dias), se seleccionaron cortes que contenian la ZSV-V y se
realizaron secciones semifinas de 1.5 pym de grosor con cuchilla de diamante. Las
secciones obtenidas se tifieron con azul de toluidina y se analizaron con el microscopio
optico ECLIPSE E800 (NIKON). Para el estudio ultrastructural con MET (Tecnai Spirit
G2, Fei), se obtuvieron secciones ultrafinas de 60-70 nm de grosor. Las imagenes se

adquirieron con la camara digital “Morada” (Soft Imaging System, Olympus).
3.4.1 Autorradiografia

A partir de las muestras inyectadas con *H-timidina e incluidas para MET, se
realizaron cortes semifinos (1.5 ym), que se cubrieron con emulsion autorradiografica
tipo NTB (Carestream) y se incubaron durante 29 dias a 4°C en cajas opacas con
silicagel. Tras realizar el revelado autorradiografico con revelador (Agfa), agua destilada
y fijador (Tiosulfato sédico 30%), se procedié a la tincion de los cortes con azul de
toluidina y al analisis con el microscopio 6ptico (Nikon Eclipse E-800). Se estudiaron las
células marcadas en los cortes y se seleccionaron las células que presentaban mas de
5 granos de plata localizados en el nucleo y que estaban presentes en, al menos, 3
secciones semifinas seriadas. Los semifinos seleccionados se re-incluyeron y cortaron
en cortes ultrafinos consecutivos para estudiar la morfologia celular de cada célula

marcada con MET.

3.4.2 Reconstrucciones tridimensionales

Para el estudio de la organizacion tridimensional del nucleo de las células madre
neurales y cuantificaciones de células B con ELCS, se realizaron aproximadamente 130
cortes ultrafinos consecutivos de la ZSV-V (recogidos en 6 rejillas) de cada raton (4
ratones P60 y 2 ratones P630). Se obtuvieron fotografias de toda la longitud de la ZSV-
V a 4200 aumentos en el corte 65 aproximadamente y se montaron en tiras de papel. Se
asignoé un numero a cada uno de los astrocitos presentes en las tiras y se siguid cada
una de estas células a lo largo de los 130 cortes ultrafinos. Para la estimacion del
porcentaje de células que presentaba ELCS, tan solo se consideraron las células cuyo
nucleo pudo ser reconstruido totalmente.

Para el estudio de la morfologia nuclear de las células marcadas con timidina, de

cada una de las secciones semifinas en las que la célula se encontraba marcada se
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realizaron cortes ultrafinos seriados (aproximadamente 20 cortes por semifino, de entre
3 y 6 semifinos). Se obtuvieron imagenes de todos los cortes y se consideraron células

reconstruidas aquellas en las que se estudio el volumen total del nucleo.

3.5 Inmunohistoquimica

3.5.1 Inmunofluorescencia

Los animales usados para los estudios de inmunofluorescencia en cortes
coronales, se perfundieron con solucion salina 0.9% seguida de PFA al 4%. Los
cerebros se post-fijaron con el mismo fijador durante 24 horas. Posteriormente, se
lavaron en PB 0.1M y se crioprotegieron con sacarosa al 30% en PB-Azida. Una vez
crioprotegidos, los cerebros se cortaron coronalmente en secciones de 25 ym de grosor
con el criostato (Leica). Para los estudios de inmunofluorescencia en whole-mount, los
animales fueron profundamente anestesiados y se sacrificaron mediante dislocacion
cervical. Se extrajo el cerebro del craneo y se diseccionaron las paredes de los
ventriculos laterales bajo la lupa estereoscoépica. Las paredes ventriculares se fijaron por
inmersién con PFA al 4% durante 24 horas. En ambos casos, se realizé un paso de
desenmascaramiento antigénico con inmunosaver (EMS) (1:200) a 60°C durante 20
minutos y a temperatura ambiente durante 15 minutos. Los anticuerpos primarios y
secundarios se incubaron con PB 0.1M y triton X-100 al 0.2% con suero normal de
cabra (NGS) 6 de burro y caseina al 10 % durante 24 horas a 4°C. Los anticuerpos

primaros utilizados se muestran en la tabla 5.
3.5.2 Inmunohistoquimica “pre-inclusién”

Los animales se perfundieron con solucion salina 0.9% seguida de PFA al 4%
con glutaraldehido 0.5%. Los cerebros fueron post-fijados con PFA al 4% durante 24
horas y se realiz6 el protocolo de inmuno-oro como se describe en (Sirerol-Piquer et
al., 2012). Se cortaron secciones de 50 um de grosor con el vibratomo y se incubaron
con una solucién de borohidruro sédico al 0.1% para eliminar los enlaces del
glutaraldehido. Para las inmunos contra antigenos nucleares se realizaron 3 lavados
de 10 minutos con PBS y Triton X-100 al 0.2%. Para permeabilizar el tejido sin dafiar
las membranas, los cortes se crioprotegieron con sacarosa al 25% durante 30 minutos
y se sometieron a 5 ciclos de congelacién-descongelacion en metilbutano a -60°C. A
continuacion los cortes se incubaron con la solucién bloqueante con seroalbumina

bovina acetilada (BSAc, Aurion) y con el anticuerpo primario adecuado durante 72
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horas a 4°C. Las secciones se lavaron con PB y se bloquearon con BSAc al 0.5% y
gelatina de pescado al 0.15% durante una hora. Posteriormente, se incubé con el
anticuerpo secundario conjugado con oro coloidal de 0.8 nm adecuado (1:50) durante
toda la noche a temperatura ambiente. Para incrementar el tamafio de las particulas
de oro coloidal y hacerlas visibles al MET, las muestras se lavaron en PB 0.1M y
acetato sodico al 2%, y se incubaron con el kit de intensificacion de plata (Aurion) entre
10 y 30 minutos. Para estabilizar las particulas de plata y evitar su pérdida, las
secciones se incubaron con cloruro de oro al 0.05% y se fijaron con tiosulfato sédico al
0.3%. Posteriormente, las secciones fueron post-fijadas con glutaraldehido al 2% y se
procesaron para MET. En el proceso de inclusion, el osmio se preparé al 1% con

glucosa al 7% durante 30 minutos.

3.5.3 Inmunohistoquimica “post-inclusion”

Los animales usados para las técnicas de inmuhistoquimica post-inclusion
fueron perfundidos con solucién salina 0.9% seguida de PFA al 4% con glutaraldehido
0.5%. Para el estudio inmunohistoquimico post-inclusién en secciones semifinas, se
realizaron secciones semifinas seriadas de 1 ym de grosor. Para eliminar la resina epoxi
y permitir el acceso de los anticuerpos, las muestras se incubaron con etoxido durante
15 minutos. Las muestras se hidrataron y trataron con metaperyodato al 1% para
bloquear las peroxidasas y borohidruro al 1% para eliminar el glutaraldehido. Se
bloquearon con NGS al 5% durante 30 minutos y se incubaron con el anticuerpo
primario durante toda la noche. Al dia siguiente, las secciones se incubaron con el
anticuerpo secundario biotinilado adecuado (Vector 1:200) durante 1 hora. Se revelé con
el kit ABC (Vector) con DAB al 0.05% y H,O, al 0.01%. Finalmente las secciones se
montaron con el montaje permanente Eukitt. El porta alterno se tifié con azul de toluidina
y se correlacionaron las células marcadas con la morfologia celular de los cortes

contiguos.

Para el estudio inmunohistoquimico post-inclusién en secciones ultrafinas, se
cortaron secciones ultrafinas (70nm) y se transfirieron a rejillas de niquel. Las rejillas se
colocaron sobre las gotas de los reactivos dispuestas sobre una pieza de Parafilm. Para
la eliminacién de la resina epoxi, las rejillas se incubaron en acido periédico 1% durante
10 minutos. Se realizaron 3 lavados con PB de 3 minutos, y se transfirieron a una
solucion de metaperiodato sédico 2% en H,0 durante 15 minutos y se lavé de nuevo en
gotas de H,0 3 veces. Para la inactivacion de los grupos aldehido presentes tras la
fijacion con PFA 2%-GA 2,5%, se incubaron en borohidruro sédico 1% en H,0 durante

30 minutos, lavadas en Tris-HCL 0.05M-NaCl 0.9% e incubadas en ovoalbimina 1%
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durante 30 minutos. Se transfirieron al anticuerpo primario especifico durante dos horas,
y se lavaron dos veces en Tris-HCL 0.05M-NaCl 0.9% 10 minutos por lavado. Se
procedio a la incubacion en 0.05M Tris-HCL- 0.9% NaCl with 1% BSA and 0.5% Tween-
20 durante 10 minutos y se transfirieron las rejillas a las gotas con el anticuerpo
secundario conjugado con oro apropiado (oro coloidal 10 nm) en la misma solucion

durante dos horas. Finalmente, las rejillas se lavaron en H,0 3 veces vy fueron

contrastadas con acetato de uranilo al 2% y citrato de plomo.

Casa comercial,
Antigeno Inmunégeno Tipo referencia,
dilucion
. . - . ratén monoclonal Millipore,
Actina Actina purificada de la molleja de pollo IgG2bk MAB1501, (1-100)
Proteina recombinante unida a GST -
BLBP correspondiente a la proteina de unién a conejo policlonal M'”'p?{.eé(ﬁ)?NM’
lipidos humana )
DsRed DS-red express conejo policlonal CIontec_h, 632496,
(1:200)
EGER Dominio C-terminal del receptor de EGF conejo policlonal Millipore, 06-847,
(EGFR) (nimero Q01279) [e[€] (1:200)
. . . raton monocolnal Millipore,
GFAP GFAP purificada de médula espinal de vaca e MAB360, (1:500)
. . . conejo policlonal Dako, 20334,
GFAP GFAP purificada de médula espinal de vaca e (1:500)
Glast Péptido sintético correspondiente a 20 conejo policlonal Abcam, Ab416,
residuos del C-terminal de EAAT1 de rata IgG (1:100)
} conejo policlonal Santa Cruz, sc-
HP1 HP1 alfa humana (aa1-191) e 28735, (1:100)
Péptido sintético para H3 humana (aa1-100, . .
H3lys9me3 N terminal) (tri methyl K9) conjugado con conejolpgllclonal AbcaT_’1%38898’
Péptido linear correspondiente a la raton monoclonal | Millipore, 05-1951,
H3lys27me3 H3K27me3 humana IgG2bk (1:100)
Lamina B C-terminal de la proteina lamina-B1 de cabra 1aG Santa Cruz, sc-
origen humano 9 6216, (1:150)
§ . conejo policlonal Santa Cruz, sc-
LAP2 N-terminal de LAP2 humana e 28541, (1:100)
Dr. Harald
LBR LBR humana (aa 1-218) cobaya Herman lab, DKFZ
(1:100)
Nestina Péptido sintético correspondiente a la Coneio policlonal Sigma Aldrich,
Nestina humana (aa 254-270) lop N5413, (1:200)
p57¥iP2 Péptido sintético derivado de p57 kip2 conejo policlonal Sigma, P035
humana IgG
B conejo policlonal Santa Cruz, sc-
TRF2 TRF2 humano (aa 49-300) I9G 9143,
B-catenina B-catenina de raton (aa 571-781) °°”eJ°|gg“c'°”a' BD, 610153
Péptido sintético N-terminal de y-tubulina coneio noliclonal
y-tubulina humana (aa. 38-53, con Lys terminal) ) IpG Sigma, T5192
conjugado con KHL 9
5mC Molecula pequefia quimica correspondiente raton monocolnal Abcam. Ab10805
a la 5-methylcitosina (5-mC) IgG ’

Tabla 5. Listado de anticuerpos primarios.
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3.6 Cultivos celulares

3.6.1 Cultivos adherentes en monocapa

Se realizaron cultivos en monocapa tal y como se describe en (Park et al., 2014).
Para el estudio de la morfologia nuclear de las células presentes en el cultivo primario
en monocapa, las ZSV-V de ratones P7-8 fueron microdiseccionadas y disociadas con
tripsina 0.25% en EDTA. Las células se sembraron a una concentracion de
~30,000 células/cm? en placas de 6 pocillos en medio de proliferacion N5: DMEM/F12
(Invitrogen), FCS 5% (Hyclone), EGF 20 ng/mL (Peprotech), bFGF 20 ng/mL (Peprotech)
y extracto de pituitaria bovina 35 pg/mL. Tras 4 dias (cultivo confluente) se procedio a la
fijacion, procesado y andlisis de las células con MET y fluorescencia. Para el estudio de
la presencia de ELCS nucleares en el cultivo monocapa diferenciado, las células fueron
pasadas 4 veces y se eliminaron los factores EGF y FGF para indujo inducir la
diferenciacién (medio N6) (Figura 13A).

Para descartar el posible efecto de los factores de crecimiento en las ELCS
nucleares de las células cultivadas, se realizaron cultivos primarios sin EGF y FGF.
Como medio de mantenimiento se usé Neurobasal B-27 (Thermo Fisher)

Adicionalmente, se redujo el tiempo de cultivo y se retiré el suero (Figura 13B).

Para los estudios de MET las células fueron fijadas con glutaraldehido al 3%,
mientras que las células usadas en los estudios de fluorescencia se fijaron con PFA 4%.
Para la determinacién de la presencia/ ausencia de ELCS en los presentes ensayos in

vitro estudiamos mas de 1000 células en cortes semifinos y ultrafinos.

3.6.2 Cultivos de neuroesferas

Los ratones empleados en el presente ensayo fueron sacrificados mediante
dislocacién cervical. Se procedi6 a la extraccidon del cerebro y a la diseccion de la pared
ventricular tal y como se refleja en el diagrama. La diseccion se llevd a cabo con un
estereoscopio en la solucion PBS (Gibco). Durante el proceso de diseccion las paredes
ventriculares diseccionadas se mantuvieron en DMEM (Gibco) en hielo. Las paredes
ventriculares fueron troceadas y se procedié a la adicion de la solucién de papaina para
la digestion celular. Tras 30 minutos a 37°C, las células fueron centrifugadas, se
bloqued la actividad de la papaina con BSA y se procedio a la disgregacién mecanica de
las mismas. Las células se sembraron en medio control (DMEM/F12, L-glutamina 2mM,
glucosa 0.6%, putrescina 9.6 mg/mL, progesterona 6.3 ng/mL, sodio selenito 5.2 ng/mL,

insulina  0.025 mg/mL, transferrina 0.1 mg/mL, heparina 2 mg/mL vy
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antibidtico/antimicético) suplementados con EGF (20 ng/mL: Invitrogen Life
Technologies) y FGF (human recombinant FGF, 10 ng/mL; Sigma Aldrich) (Gritti et al.,
1999). Las células fueron mantenidas in vitro a 37°C en una atmésfera humidificada con
una concentracion de CO; del 5%. Para los anadlisis de MET las neuroesferas se fijaron
con glutaraldehido al 3% (EMS) en el pase 1 y el pase 4 (Figura 13C). Se estudio la
morfologia nuclear de mas de 1000 células (procedentes de 10 neuroesferas) en

secciones semifinas y ultrafinas.

Para el estudio de induccion de las ELCS realizamos cultivos primarios de
neuroesferas en los que afiadimos acido retinoico en las concentraciones 2, 5 and 10
(Sigma). Tras 7 dias, fijamos las neuroesferas con glutaraldehido al 3% y las
estudiamos con MET. En todos los ensayos realizados, utilizamos la linea de leucemia
mieloide como control positivo de la induccion de ELCS por parte del acido retinoico.

Como control negativo, utilizamos DMSO (2, 5y 10 uM) (Figura 13D).

A Cultivo monocapa convencional [~

Cultivo Primario Diferenciacion
(Medio N5 + EGFIFGF) (Medio N6)
* P1 ; P1d
4d I I I I

B Cultivo monocapa sin factores [Q‘;z;

Cultivo Primario Neurobasal B27/

(MedioNs)  Neurobasal B27 5%FBS Neurobasal B27
* P& Y \
2 =l 3
1.5d 1.5d

C Cultivo neuroesferas convencional %

Cultivo Primario
(Medio control + EGF/FGF)

P1 P4
] [ ]
| | |

7d

D cuitivo neuroesferas + acido retinoico ¢

Cultivo Primario
(Medio control + EGF/FGF +
&cido retinoico 2, 5, 10 um)

b

—

7d
*Células fijadas para MET

Figura 13. Ensayos in vitro utilizados para el estudio de las ELCS nucleares en células madre de la ZSV-V. (A) Las
células procedentes del cultivo primario en monocapa fueron fijadas en P1. Tras la diferenciacion otro grupo de células
fue fijado y analizado en el P1. (B) 1) Se estudiaron células cultivadas en medio N5 sin factores de crecimiento. Otro
grupo de células fue mantenido con Neurobasal B27 y fijado en P2. 2) Se estudiaron células cultivadas 1.5 dias con
Neurobasal B27 y FBS 5%. 3) Se estudié el mismo grupo 2) pero retirando el FBS 5%. P1: pase 1, P1d: pase 1 en

diferenciacion, P2: pase 2, P4: pase 4.
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3.7 Electroporacion postnatal

Para la electroporacion postnatal se usaron los plasmidos Td-tomato-Lamin B1-10
(Addgene) y mCherry-Lamin B1-10 (Addgene) (5ug/ul). Se prepard la solucion de
inyeccidn compuesta por cada plasmido de ADN y la solucién green fast (1:1). Los
ratones P1 GFAP:GFP fueron colocados en el estereotaxico y anestesiados con una
camara de isofluorano. Los capilares de vidrio (Wiretrol 5ul) fueron cargados con la
solucidén de inyeccion evitando la aparicion de burbujas. Seguidamente, se llevo a cabo
la inyeccion estereotaxica intraventricular de la solucion de ADN en las coordenadas
Bregma (A=1.8, P= 2 y L= 1.2). Esperamos un par de minutos tras la inyeccion y
procedimos a la electroporacién (CUY21 Single cell) con electrodos P7 (Figura 14). Se
realizaron entre dos y tres pulsos hasta alcanzar los 70 voltios. Posteriormente, se
reanimaron los ratones.

Para determinar la eficiencia de los plasmidos, se eutanizaron y perfundieron
ratones electroporados en P5 y P15 y se analiz6 de células marcadas en la ZSV-V. El
plasmido mCherry-Lamin B1-10 mostr6 una menor eficiencia (3 células marcadas por
seccion) y el marcaje fue mas débil. Por el contrario, los cerebros electroporados con el
plasmido Td-tomato-Lamin B1-10 presentaron un mayor numero de células marcadas
(méas de 10 por corte) y el marcaje fue intenso. Por lo tanto, los experimentos de live-

imaging fueron llevados a cabo con ratones electroporados con Td-tomato-Lamin B1-10.

Figura 14. Inyeccion estereotaxica y electroporacion. (A) Imagen de la colocacién de un ratén P1 en el estereotaxico,
mientras se procede a cargar la solucién de inyeccién en la micropipeta. (B) Imagen de la electroporaciéon del ratén
inyectado en la imagen A. El polo positivo de los electrodos localiza en el hemisferio inyectado con el plasmido.
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3.8 Time-lapse

Los ratones P5 GFAP:GFP que habian sido electroporados en P1 se sacrificaron
por dislocacién cervical. Los cerebros extraidos fueron cortados en secciones coronales
de 170 ym de grosor con el vibratomo (VT1200S, Leica, Wetzlar, Germany) en medio
DMEM. Las secciones obtenidas fueron colocadas en una placa con liquido
cefalorraquideo. Con un microscopio de fluorescencia se seleccionaron los cortes que
presentaban mayor concentracién de células marcadas y se disecciond la ZSV-V. Las
secciones seleccionadas fueron colocadas en una camara (Warner instruments) bajo la
perfusiébn continda de liquido cefalorraquideo artificial (1 ml/min) (NaCl 125 mM,
NaHCO3;26 mM, KCI 3 mM, CaCl,2 mM, MgCl; 1.3 mM, NaH,PO,41.25 mM, y glucosa
20 mM, pH 7.4, mantenido a 38 °C, y aireado con 0,95% y CO;5%). A través de un
microscopio confocal laser (LSM710, Carl Zeiss) equipado con un detector de Arseniuro
fosfuro de galio y un objetivo de 63X, se obtuvieron imagenes secuenciales en z-stack
durante 12 horas. Los astrocitos radiales se identificaron claramente por su morfologia
radial, con la region apical en contacto con la luz ventricular y una larga expansién radial

hacia el parénquima.
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4 Resultados

4.1 Un subconjunto de células tipo B presentan ELCS nucleares.

El primer objetivo de la presente tesis fue estudiar los aspectos morfolégicos del
nucleo de las células B de la ZSV-V de roedores. Trabajos previos han descrito que estas
células presentan un nucleo irregular y en ocasiones invaginaciones inusuales de la
envoltura nuclear (Capilla-Gonzalez et al., 2014; Doetsch et al., 1997; Guerrero-Cazares et
al., 2011), sin embargo estos estudios no detallan las caracteristicas de estas
invaginaciones. Tras realizar un estudio ultraestructural fino de los nucleos de las células B
determinamos que estaban formadas por una lamina de cromatina simple de 30 nm
delimitada en ambos lados por las membrana nuclear interna y externa. Curiosamente,
estas estructuras se asemejaban a las ELCS nucleares previamente descritas en
neutréfilos (Olins y Olins, 2009). Sin embargo, desconociamos si estas estructuras
nucleares estan presentes en todos los tipos de células tipo B, o tan solo en una
subpoblacion funcionalmente relevante. Para caracterizar las células B con ELCS,
examinamos la ZSV-V de ratones P60 con MET. En secciones ultrafinas, las ELCS se
encontraron en el 11,98% £ 0.43% de las células B de la ZSV-V (1052 células estudiadas),
incluyendo las células B1 y B2 (Figura 15A,B). Para determinar de una forma mas exacta
la proporcion de células B con ELCS, llevamos a cabo reconstrucciones tridimensionales
seriadas del nucleo completo de 160 células B. Encontramos que practicamente la mitad
de los astrocitos de la ZSV-V (45.62% * 3.3%) presentaban ELCS. Frecuentemente, estas
células se encontraban formando grupos de 2 a 4 células en las regiones dorsal, lateral y
medial de las paredes de los ventriculos laterales, pero ninguna en el estriado adyacente.
Ademas, ninguno de los otros tipos celulares de la ZSV-V (células E, C o A) presentaron
esta estructura. Tridimensionalmente, estas células mostraron entre 1 y 2 ELCS nucleares
con una longitud entre 0.4-2 um que representaba aproximadamente el 0.20% del
volumen total del nucleo (para ver la secuencia de imagenes reconstruida ver video
suplementario). La membrana nuclear externa de las ELCS presentaba ribosomas
adheridos y carecia de poros nucleares. Los grumos de heterocromatina generalmente se
encontraban asociados a los extremos de las ELCS (Figura 15C-D) y el 90% de las ELCS

se encontraban internalizadas en el nucleo irregular (Figura 15E).
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Figura 15. Las células B de la ZSV-V muestran ELCS. (A, B) Imagenes de MET de una célula tipo B1 contactando la luz
ventricular y una célula B2 con ELCS (flechas). (C, D) Micrografia de una ELCS nuclear y su esquema mostrando la configuracion
tipica de las fibras de heterocromatina de 30 nm limitadas en ambos lados por las membranas nuclear interna y externa. (E) Imagen
pseudo-coloreada de una célula tipo B con ELCS mostrando la membrana plasmatica y el ndcleo en azul, y las ELCS en verde.. (E”)
reconstruccion 3D del nicleo de una célula tipo B. Las ELCS nucleares se encuentran representadas en verde. Ver el video 1.
Escala, 2 ym (A, B), 200nm (C), 2 ym(E). C: citoplasma, N: nucleo.

Para caracterizar molecularmente la poblacion de células tipo B que presentaba
ELCS, llevamos a cabo inmuno-oro pre-inclusién contra los marcadores BLBP, GFAP,
Nestina, EGFR y GLAST. Las células con ELCS fueron GFAP+, BLBP+, Glast+, EGFR-y
Nestina- (Figura 16A-1). Este patron de expresion se correspondia con el recientemente
descrito para las células madre neurales quiescentes (Codega et al., 2014).

Figura 16. Expresion de marcadores moleculares en las células B con ELCS. (A-D) Inmunodeteccion con oro
contra GLAST y BLBP. Las células B con ELCS (flechas) expresan ambos marcadores. (F-I) Inmuno-oro contra EGFR
y Nestina mostrando que las células con ELCS (pseudo-coloreadas en azul, flechas) son negativas para estos
marcadores. Como control positivo interno podemos observar marcaje en las células adyacentes.
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Las células tipo B1 (que contactan con el liquido cefalorraquideo desde el centro del
pinwheel) son relativamente quiescentes y derivan de la glia radial embrionaria
(Fuentealba et al., 2015; Kriegstein y Alvarez-Buylla, 2009). Para determinar la poblacion
de células B1 que presentaba ELCS, modificamos la técnica de preparaciones en whole-
mount de las paredes ventriculares (Mirzadeh et al., 2010). Con microscopia confocal,
realizamos secciones Opticas seriadas de la ZSV-V. Localizamos las terminaciones
apicales GFAP+ de las células B1 en el centro del pinwheel y las seguimos hasta llegar al
nucleo delimitado por la lamina B y DAPI. La mayoria (82.98% + 1,03) de las células B1
contactando la luz ventricular presentaron un nucleo irregular y un intenso marcaje contra
la lamina B (n = 104 pinwheels) (Figura 17A-H). Tras el andlisis de secciones ultrafinas en
whole-mount con MET, confirmamos que la morfologia nuclear irregular de las células tipo
B1 se correspondia con las ELCS nucleares (Figura 171-K). Para confirmar que las
profundas invaginaciones nucleares que presentaban las B1 correspondian a la zona de
las ELCS, analizamos secciones ultrafinas de whole-mounts con microscopia electrénica.

Nuestros resultados sugieren que una subpoblacion de células B1 contienen ELCS.

Figura 17. Las células B1 localizadas en el centro del pinwheel presentan ELCS. (A-H) Imagenes de confocal de un
whole- mount de la ZSV-V marcado contra y-tubulina (a-d) rojo, B-catenina (e-h, rojo), GFAP (blanco) y lamina B (verde),
para visualizar el niucleo de las células B1 uni-ciliadas. Los detalles muestran secciones en Z del nucleo irregular con
elevada expresion de lamina B1 en las células B1 (flechas). (J) Micrografia de un pinwheel mostrando el nucleo de una
célula B1 con ELCS (pseudo-coloreada en azul) y los nucleos de las células ependimarias (marrén).(K-L) Detalle de la
célula B1 en (J), presentando ELCS (flechas). Escala, 10 ym (A-J), 2 um (K) y 200 nm (L).
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4.2 Células B durmientes presentan ELCS nucleares

Posteriormente quisimos saber qué estado de activacion presentaban las células B
con ELCS. Se ha descrito que la expresion de EGFR se encuentra asociada a la
activacion de las células B (Codega et al., 2014). Encontramos que el 13.34% % 0.56% de
las B1 eran EGFR+, no presentaban ELCS y la expresiéon de la lamina B era débil o

ausente (Figura 18A,B). Por lo tanto, hipotetizamos que las ELCS podian corresponderse

a células B quiescentes.

Figura 18. Las B1 activas no presentan ELCS nucleares. (A-B) Imagenes de microscopia confocal de un whole-mount de la
ZSV-V marcado con Bcatenina (rojo), EGFR (blanco) y lamina B (verde), mostrando una célula B1 EGFR+ (activa) que no
presenta marcaje para lamina B (flechas blancas). (B) Los detalles muestran el nucleo de la célula EGFR+ en secciones distintas

en el plano Z. Escala: 20 um

Para testar esta hipotesis, decidimos marcar las células en division y determinar si
presentaban ELCS. Un grupo de ratones P60 (n= 4) recibié 4 inyecciones de *H-Timidina
cada dos horas y fueron eutanizados a las dos horas de la ultima inyeccion (Figura 19A).
Se realiz6 autorradiografia sobre secciones semifinas coronales y se mapearon las células
marcadas con °H-Timidina en diferentes niveles rostro-caudales de la ZSV-V. Se
seleccionaron 180 células marcadas y se re-seccionaron para el analisis seriado con MET.
Treinta de estas células se correspondieron con células tipo B, presentando contornos
irregulares, citoplasma claro y filamentos intermedios. Ninguna de estas 30 células
presentd ELCS (Figura 19B-D) sugiriendo que las células activadas para la divisién no
presentan ELCS. Posteriormente, estudiamos si tras la division celular las células B podian
desarrollar ELCS. Para ello, un grupo de ratones P60 (n=4) recibi6 4 inyecciones de *H-
Timidina y fueron eutanizados dos meses después (Figura 19A’). Tras analizar mas de
8000 nucleos localizados en la ZSV-V, tan s6lo 20 células presentaron marcaje con 3H-
Timidina. Nueve de estas células fueron caracterizadas como astrocitos presentando las
caracteristicas descritas en la tabla 1; otras 6 también presentaron caracteristicas de
astrocitos, sin embargo mostraban un contorno mas irregular con elevado numero de
ribosomas libres y pocos filamentos intermedios; por ultimo, las 5 restantes eran células
de microglia presentando su caracteristico nucleo oscuro, prominentes grumos de
cromatina, un reticulo endoplasmico granular y lisosomas. Tras reconstruir

tridimensionalmente los nudcleos de estas células marcadas, ninguna presentd ELCS
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(Figura 19E-G). Estos resultados sugieren que, al menos dos meses tras la activaciéon en

la ZSV-V adulta, las células tipo B no desarrollan ELCS.

A o 3H-Thy
N AAA/
% I — | anaiisis Zsv-v
P60 P120

Figura 19. Las células activadas presentan marcaje con *H-timidina. (A, A") Protocolos de inyeccién de *H-Timidina. Los
animales P60 recibieron 4 inyecciones de *H-Timidina y la ZSV-V fue estudiada 2 horas y 2 meses tras la ultima inyeccion.
(B, E) Las células marcadas fueron reconocidas en secciones semifinas tefiidas con azul de toluidina (flecha). (B-D)
Autorradiografia de la ZSV-V de un ratén P60 mostrando una célula marcada identificada como célula tipo B con nucleo
esférico y cromatina condensada (flecha). (E-G) Autorradiografia de la ZSV-V de un ratéon P120 mostrando una célula
marcada identificada como una célula B con nucleo irregular y grumos de heterocromatina (flecha). Observar que ninguna de
las células marcadas presenta ELCS en comparacion con la célula B no marcada (flecha blanca). Escala, 10 ym (B, C, E, F),
2 um (D, G). A: célula A, B: célula B, E: célula ependimaria, LV: ventriculo lateral.

El tratamiento antimitético con Ara-C induce la muerte de los progenitores en division
de la ZSV-V, sin embargo las células madre quiescentes permanecen (Doetsch et al.,
1999; Morshead et al., 1994; Pastrana et al., 2009). Por lo tanto, decidimos estudiar si las
células que permanecen en la ZSV-V tras el tratamiento con Ara-C intraventricular (6 dias)
presentaban ELCS. Tras el tratamiento, la poblacion total de células tipo B de la ZSV-V
disminuy6 debido a la muerte de los astrocitos en division, sin embargo el porcentaje de
células tipo B con ELCS se increment6 (de un 11.98% + 0.43 a un 17.68% * 1.04%. t-test,
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p-valor < 0.05) (Figura 20A). Este resultado indica que la prevalencia de las ELCS en la
poblacion de células quiescente o con baja tasa de proliferacion de células tipo B también
se mantiene con el tratamiento con Ara-C. Ademas, el estudio con microscopia confocal
de los whole-mounts tratados con Ara-C mostré que las células B1 localizadas en los
pinwheels presentaban ELCS y expresaban una mayor cantidad de GFAP derivada de la
inyeccion intraventricular (Figura 20B). Notablemente, el porcentaje de células tipo B con
ELCS se redujo 14 dias después del tratamiento (14.82% + 2.06), coincidiendo con la
regeneracion de la ZSV-V por parte de los astrocitos activos (Figura 20A). Estos
resultados indican que las células tipo B con ELCS sobreviven a los tratamientos con Ara-
C, siendo un resultado consistente con la interpretacion de que estas células corresponden

a células madre neurales quiescentes.

20,00
15,00

10,00

Células B

5,00

Células B-ELCS/

0,00 Control AraC 6d AraC 6d

+12h  +14d

Figura 20. Las células B con ELCS sobreviven al tratamiento con Ara-C. (A) Cuantificacion de las células B con ELCS/
con respecto al numero total de células B 12 horas y 14 dias tras el tratamiento con Ara-C (analizado con MET). Los datos
se expresan como media + SEM, n = 4 por grupo (t-test, * p < 0.05). (B) Imagenes de microscopia confocal de un pinwheel
de la ZSV-V marcado con ytubulina (rojo), GFAP (blanco) y lamina B (verde), Oh tras el tratamiento con Ara-C. Escala, 10

pum, 2 um (B).

4.3 Las ELCS nucleares no se preservan in vitro

Otra de las cuestiones que quisimos responder era si las células activadas in vitro
presentaban ELCS. Estudios previos han mostrado que los progenitores de la ZSV-V
pueden crecer in vitro en forma de neuroesferas o en cultivos en monocapa, reteniendo
cierto grado de pluripotencialidad y potencial de auto-renovacién (Reynolds y Weiss, 1992;
Scheffler et al., 2005). Por lo tanto, nos preguntamos si las células cultivadas en presencia
de FGF y EGF podian presentar ELCS. Con MET e inmunofluorescencia, estudiamos mas
de 1000 células derivadas de neuroesferas en los pases celulares 1 y 4 (ratones P60) y
1000 células de cultivos en monocapa de 1.5, 3 y 4 dias. Sin embargo no observamos

células con ELCS en ninguna de las condiciones (Figura 21A-G)
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La estimulacion con acido retinoico promueve la diferenciacion de los neutrdfilos vy,
en consecuencia, la formacion de ELCS (Olins et al., 1998). Tras no observar células con
ELCS en presencia de los factores de crecimiento, decidimos tratar neuroesferas con
distintas concentraciones de acido retinoico (2, 5 and 10uM). Como control positivo de
lobulacién y formacion de las ELCS, utilizamos células de la linea de leucemia mieloide
HL60, las cuales se ha descrito que forman ELCS bajo una concentracién de 2 pM de
acido retinoico. A pesar de que los controles presentaron diferentes grados de lobulacién
segun la concentracién de acido retinoico, no se observaron ELCS en las células de
neuroesferas tratadas (Figura 21H). Por lo tanto, los presentes resultados sugieren que las
células presentes en cultivos celulares de células madre no presentan las caracteristicas

nucleares de células madre in vivo.
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Figura 21. Las células madre de la ZSV-V cultivadas in vitro no presentan ELCS. (A-C) Células cultivadas en monocapa
con medio N5 y EGF/FGF estudiadas en P1. (B) Imagen de fluorescencia de una célula GFAP+ (verde) con nucleo fusiforme
sin invaginaciones (DAPI, azul). (C) Micrografia de MET mostrando una célula con filamentos intermedios (detalle) y nucleo
redondeado. (D-F) Células cultivadas en monocapa con medio neurobasal B27 durante 1.5 dias. (E) Célula GFAP+ con
morfologia fusiforme y nudcleo redondeado. (F) Imagen de MET mostrando células con nucleos elongados. (G) Células
cultivadas en neuroesfera con EGF/FGF y estudiadas en P1. Bajo MET estas células presentan un nucleos redondeados e
irregulares. (H) Células cultivadas en cultivos de neuroesferas tratadas con acido retinoico (RA) 10uM. Estas células
presentan un nucleo redondeado o irregular. Observar que ninguna de las células estudiadas presenta ELCS nucleares. P1:
pase 1.
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4.4 Origen embrionario de las ELCS nucleares

Durante el desarrollo embrionario, las paredes de los ventriculos laterales estan
tapizadas por células de glia radial, las cuales daran lugar a las células B de la ZSV-V
adulta (Kriegstein y Alvarez-Buylla, 2009; Merkle et al.,, 2004). En el presente trabajo,
decidimos determinar en qué momento del desarrollo de la ZSV-V se originaban las ELCS
nucleares y si estas ya se encontraban presentes en los precursores gliales. Para ello,
estudiamos secciones ultrafinas de la ZV de embriones en cuatro estadios embrionarios
(E10.5, E14.5, E16.5 y E18.5) y cuatro estadios postnatales (PO, P15, P30 and P60).
Curiosamente, las ELCS comenzaron a observarse en muy baja frecuencia en ndcleos de
células de glia radial en E14.5 (0.14 = 0.14 células con ELCS/mm) y el numero de nucleos
con ELCS fue incrementandose progresivamente con la edad, alcanzando el numero
maximo de 30.63 + 9.33 células con ELCS/mm en P15 (Figura 22). Estas observaciones
indican que las ELCS nucleares se originan en los estadios embrionarios y se mantienen

en una subpoblacién de células tipo B de la ZSV-V adulta.

Adicionalmente, estudiamos ratones envejecidos (P120, P210, P365 y P630) para
determinar la prevalencia de estas estructuras nucleares en la poblacién de células B con
el envejecimiento. Las cuantificaciones en cortes ultrafinos de estas ZSV-Vs con MET
revelaron que la poblacion de células B con ELCS se reduce drasticamente con la edad,
desde 8.68 + 0.87 células/mm en P60 a 2.14 + 0.14 células/mm en P630. Al igual que en
P60, llevamos a cabo reconstrucciones tridimensionales seriadas de los nucleos
completos de las células B en P630, para determinar la proporcién exacta de nucleos con
ELCS. Este estudio reveld que el 24% de las células B en P630 presentaban ELCS,
confirmandose de nuevo la drastica reduccién de esta poblacién con la edad (Figura 22).
Ademas, con el envejecimiento también observamos cambios en la longitud de las ELCS,
reduciéndose su longitud de 0.4-2.0 ym en P60 (n=3, 50 células) a 0.2-1.6 ym en P630
(n=3, 54 células).
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Figura 22. Células con ELCS a lo largo del desarrollo y la vida adulta. (A) Cuantificaciones del numero de células de la

ZSV-V con ELCS/ con repsecto al total de células en diferentes estados embrionarios y postnatales. Obsévese que las ELCS
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comienzan a aparecer en E14.5 con un valor de 0,24 células/mm, sin embargo el numero de células con ELCS se
incrementa progresivamente hasta un 30.63 + 9.33 en P15, y disminuye a partir de P60.

Para determinar si las células con ELCS presentes en los estadios postnatales
derivaban directamente de las células precursoras B1, también llamadas pre-B1
(Fuentealba et al., 2015; Furutachi et al., 2015), inyectamos °H-timidina en hembras
prefiadas en E14.5 (2 inyecciones con un intervalo de 12 horas) y eutanizamos a las crias
en los estadios post-natales PO (n=4, Figura 23A) y P21 (n=4, Figura 23F). El estudio
autorradiografico sobre secciones semifinas de distintos niveles rostro-caudales de la ZSV-
V revel6 células que retenian 3H-timidina en la ZSV-V de los ratones PO y P21. Se
realizaron reconstrucciones tridimensionales seriadas de las células marcadas y
encontramos que mas de la mitad de las células de glia radial marcadas en PO (10 de 15
células estudiadas) y todas las células B marcadas en P21 (13 de 13 células estudiadas)
presentaron ELCS (Figura 23B-E, y G-J, respectivamente). Estos resultados sugieren que
las ELCS nucleares se ensamblan en células pre-B1 embrionarias y se mantienen en los

progenitores quiescentes durante la transicién de glia radial a tipo B.

Anélisis ZSV-V

I
E14.5

Figura 23. Las células quiescentes formadas en E14.5 presentan ELCS. (A-E) Autorradiografia de una célula marcada
con °H-timidina en E14.5 y estudiada en PO. (B) Las células marcadas fueron identificadas en secciones semifinas tefiidas
con azul de toluidina (flecha). (C-E) Imagen de MET de la célula marcada en (B) presentando caracteristicas de glia radial y
ELCS nucleares (flechas). (F-J) Autorradiografia de una célula marcada con *H-timidina en E14.5 y estudiada en P21. (G)
Célula marcada en un corte semifino de la ZSV-V (flecha). (H-J) Micrografia de MET de la célula marcada en (G) identificada
como célula B, presentando ELCS nucleares. Escalas 10 ym (B, G), 5 ym (C), 2 um (D, H, [) 500nm (E, J).
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Posteriormente, estudiamos si las células B con ELCS expresaban p57, marcador
recientemente descrito en las células madre neurales quiescentes embrionarias y adultas
(Furutachi et al., 2015). Para ello, analizamos secciones coronales de embriones E18 y
whole-mounts de ratones P60 con microscopia confocal. Para estudiar la morfologia
celular de las células marcadas, usamos la lamina B como marcador de la envoltura
nuclear. Las células positivas para la expresion de p57 mostraban un nucleo invaginado
con ELCS (Figura 24). En resumen, los datos obtenidos sugieren que las ELCS nucleares

son una caracteristica de células madre quiescentes derivadas de células pre-B1.

LamB
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Figura 24. Expresion de p57 en células con ELCS. (A-D) Imagenes de confocal de un whole-mount de la ZSV-V de un
raton P60 marcado con GFAP (blanco), lamina B (verde) y p57 (rojo). (A) Expansién apical GFAP+ de una célula B1
contactando la cavidad ventricular. (B-C) La célula GFAP+ localizada en (A) presenta un nucleo irregular con expresion de
p57. (D) Serie de imagenes en Z-stack mostrando el nucleo irregular de estas células. (E) Imagen del nucleo irregular de una

célula p57+ en la zona ventricular de un raton E18.
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4.5 La formacién de las ELCS forma parte de un proceso
dinamico.

Tras determinar el periodo en el que comienzan a formarse las ELCS nucleares,
decidimos estudiar su proceso de formacion. A través del estudio tridimensional con MET
de los nucleos de células de glia radial, encontramos que algunas de estas células
presentaban una separacién de las membranas nuclear interna y externa generando un
incremento del espacio perinuclear (Figura 25 A). En las secciones ultrafinas esta
separacion de la envoltura nuclear aparecia como una esfera de espacio perinuclear, por
lo que nos referiremos a esta estructura como “anillos de envoltura nuclear”. La membrana
nuclear externa se distinguia claramente por presentar ribosomas adheridos en la parte
citoplasmica y la membrana nuclear interna por asociarse a la lamina nuclear. Realizamos
cuantificaciones del numero de células de la ZSV-V que presentaban estos anillos y
observamos que estas estructuras aparecian en 0.89 células/mm en E14.5 hasta alcanzar
un pico maximo en PO. Estas estructuras no se observaron en ningun otro estadio

postnatal estudiado.
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Figura 25. Anillos de envoltura nuclear. (A) Micrografia de MET del nucleo de una célula de glia radial mostrando una
separacion puntual de las membranas nuclear interna y externa, la cual genera un incremento del espacio perinuclear. (B)
Cuantificaciones del numero de células con ELCS (azul) o anillos nucleares (verde)/mm en cortes ultrafinos de la ZSV-V.
Observar que el nimero de células con anillos nucleares en P15 es 0 coincidiendo con el pico maximo de ELCS. Escala, 500

nm (A). C: citoplasma, N: nucleo, EPN: espacio perinuclear.

Para caracterizar la organizacion tridimensional de los anillos de envoltura nuclear
e investigar su posible relacién con las ELCS nucleares, llevamos a cabo reconstrucciones
tridimensionales en ratones PO con MET. Tras alinear secciones de los anillos de envoltura
nuclear, observamos que la membrana nuclear externa se aproximaba a la membrana
nuclear interna reduciendo el espacio perinuclear y dando lugar a ELCS (Figura 26A, B).
Ademas, al igual que se observa en las ELCS los anillos nucleares estaban parcialmente

delimitados por fibras de cromatina de 30 nm.
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Figura 26. Link entre los anillos de envoltura nuclear y las ELCS en la glia radial. (A) Reconstruccién seriada del nucleo
de una célula de glia radial de la ZSV-V de un ratén PO. (1-27) Reconstruccién seriada de la regién marcada en el nucleo de
la gia radial. (1-11) Imagenes de MET mostrando los anillos de envoltura nuclear con la caracteristica lamina de cromatina
de 30nm y un espacio perinuclear dilatado. La membrana nuclear externa se encuentra delimitada en naranja. (12-27) En la
serie se observa que la membrana nuclear externa se aproxima a la interna dando lugar a la tipica estructura de las ELCS
(flechas) (B) Diagramas de las imagenes 8, 11 y 17 en (A) mostrando como la membrana nuclear externa se alinea con la
interna reduciendo el espacio perinuclear y dando lugar a un ELCS. Escala, 2 pm (A), 500nm (1-27). C: citoplasma, N:
nucleo, EPN: espacio perinuclear.

Adicionalmente, estos anillos presentaban Lap2, proteina transmembrana de la
membrana nuclear interna, ldmina B y las fibras de heterocromatina 5-mC (Figura 27A-C).
Para determinar si el proceso de formacion de los anillos era un proceso dinamico,
estudiamos la expresién de uno de los componentes del citoesqueleto nuclear, la actina
(Figura 27D). Esta se encontraba expresada en mayor concentracion en el espacio
perinuclear de los anillos, en comparacion con el resto de la envoltura nuclear y el

nucleoplasma.
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Figura 27. Marcadores moleculares presentes en los anillos de envoltura nuclear de la glia radial en E18.5. (A-D)
Inmunodeteccién con oro de Lap2, 5-mC, lamina B y actina. (A-C) el marcaje de Lap2. %-maC y lamina B se localiza en la
membrana nuclear interna. (D) La actina se loacaliza tanto en el EPN como en la lamina nuclear. Escala, 200 nm (A-D). C:
citoplasma, N: nucleo, EPN: espacio perinuclear.

A continuacion nos planteamos estudiar el dinamismo nuclear de las células madre
en los estadios de formacién de las ELCS. Para ello decidimos realizar un estudio de fime-
lapse mediante la electroporacion del plasmido Td-tomato-Lamina B1, en ratones P1. En
primer lugar, para comprobar que la electroporacién del plasmido Td-tomato-lamina-B1 no
afectaba a la morfologia de las células electroporadas, las estudiamos con microscopia
confocal y MET, 3 y 14 dias después de la electroporacion (P5 y P15). Encontramos
células marcadas en ambas y no se observaron cambios anormales de la envoltura
nuclear de las células marcadas (Figura 28). Adicionalmente, algunas células

ependimarias también presentaron marcaje.

Con el objeto de estudiar el dinamismo de los nucleos de los astrocitos B1 in vivo,
realizamos la electroporacion del plasmido Td-tomato-Lamina-B1 en linea transgénica
GFAP:GFP, en la que la proteina GFP se expresa bajo el promotor de la GFAP. Los
ratones (n=2) fueron sacrificados y se obtuvieron rebanadas frescas en las que se estudio
el comportamiento de las células in vivo. Las imagenes obtenidas con time-lapse revelaron
que en pocas horas (2,5), los nucleos de las células estudiadas (6 células) presentaban
cambios en su envoltura nuclear, observandose profundas invaginaciones nucleares
(Figura 29). Estas observaciones sugieren que la envoltura nuclear de las células madre
neurales en las etapas postnatales tempranas es dinamica y presenta invaginaciones que
podrian relacionarse con los anillos de envoltura nuclear y ELCS encontrados en las

células de glia radial.
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Figura 28. Las células de glia radial transfectadas con el plasmido Td-tomato-Lamin B1 presentan ELCS. (A)
Proyeccion de imagenes de confocal mostrando una célula transfectada con Td-tomato-lamin B1 (verde) y GFAP (rojo). (B)
Imagen ortogonal de un plano de la célula marcada en (A) mostrando profundas invaginaciones nucleares de la envoltura
nuclear. (C) Imagen magnificada del plano de la célula marcada en (B) mostrando que las profundas invaginaciones se
relacionan con la zona donde se localizan las ELCS. En la proyeccién nuclear esta estructura se observa como una
invaginacion nuclear marcada intensamente. (D) Inmunodeteccion con oro de Td-tomato-lamin B1 en una célula de glia

radial. El plasmido se expresa en la envoltura nuclear y no afecta a la viabilidad celular. Escala, 1 ym. LV: ventriculo lateral.
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Figura 29. Time-lapse del nucleo de una célula de glia radial postnatal electroporada. (A) Imagen confocal de una
célula GFP:GFAP+ con morfologia radial muy préxima a la cavidad ventricular, expresando Td-tomato-lamin B1. (B)
Secuencia temporal de la célula mostrada en (A) con un intervalo de 23 minutos. Las imagenes pertenecen al mismo plano
en Z. (C) Representacion del nucleo marcado en t=92 minutos y su gradiente de profundidad (rojo: profundo, azul:
superficial) donde se observan profundas invaginaciones (flechas). (D) Representacion del nucleo t=230 minutos y su

gradiente de profundidad. Observar las diferencias con respecto a (C).
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4.6 ELCS, un compartimento nuclear en células madre neurales

Teniendo en cuenta que las ELCS nucleares se encontraban principalmente
formadas por envoltura nuclear, decidimos investigar que componentes estaban
expresados en esta region. Realizamos inmuno-oro pre- y post-inclusion contra las
proteinas de la membrana nuclear interna Lap2, LBR y la lamina B observando que todas
estas proteinas se encontraban distribuidas por toda la envoltura nuclear, incluyendo las
ELCS (Figura 30A-C). Nuestra siguiente pregunta fue si las fibras de cromatina de 30 nm
presentes en las ELCS podrian expresar marcadores epigenéticos relacionados con
heterocromatina y represion. Para ello realizamos inmunos-oro pre- y post-inclusiéon contra
5-mC, H3K27me3, H3K9me3, y la proteina de heterocromatina HP1. Sorprendentemente,
mientras las fibras de cromatina presentes en las ELCS mostraban marcaje para 5-mC
and H3K9me3 (Figura 30E-G), H3K27me3 y HP1 estaban presentes en el resto del nucleo

pero no en esta region (Figura 30H-K).

Figura 30. Expresion de marcadores epigenéticos en las ELCS. (A) Imagenes de microscopia confocal mostrando
células GFAP+ (blanco) con un nucleo irregular (lamina B) y expresando LAP2 en la region de las ELCS. Detalle de MET
mostrando el inmunomarcaje con oro contra lamina B. (B) Marcaje con oro de LAP2 en la membrana nuclear interna de las
ELCS. (C) Inmunofluorescencia mostrando la expresién de LBR (rojo) en la region invaginada de las ELCS (verde). (D)
Inmuno-oro contra LBR en la membrana nuclear de las ELCS. (E) Expresion de H3K9me3 en la regién de las ELCS. (F)
Expresion de H3K29me3 en las ELCS. (F, G) inmuno-oro contra H3K9me3 y 5-mC en las ELCS. (H-K) Inmunomarcaje
contra H3K27me3 y HP1. Observar en (I, K) que las ELCS no expresan estos marcadores. Escala, 2 um (A, C, E, H, J),
400nm (B), 500nm (D, I, K), 200 nm ((F, J). C: citoplasma, LV: ventriculo lateral.
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Teniendo en cuenta que las ELCS de las células tipo B de la ZSV-V contenian
heterocromatina con modificaciones epigenéticas especificas, decidimos resolver si esta
region podria estar asociada a los dominios de heterocromatina telomérica, relacionados
con el estado de célula madre. De hecho se ha propuesto que el posicionamiento nuclear
de los telémeros podria influir en la longevidad celular y quiescencia. Para ello, estudiamos
la expresiéon de TRF2, y encontramos que esta proteina se encontraba localizada en la
periferia nuclear (Figura 31). Tras el andlisis, observamos que la proteina TRF2 se
expreso preferencialmente en las ELCS y zonas proximas en comparacién con el resto del
nacleo (p < 0.0002; Figura 31F-H). En resumen, estos resultados sugieren que las ELCS
representan un compartimento nuclear especifico que acoge a dominios de

heterocromatina particulares.
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Figura 31. Expresion preferencial de TRF2 en las ELCS y zonas préximas. (A-C) Imagen pseudo-coloreada del nucleo
de una célula B (azul) mostrando marcaje con oro contra TRF2. (B) Secciones seriadas de la regién enmarcada en (A)
mostrando la localizacién preferencial de TRF2 en la ELCS. (l) Representacion esquematica del nucleo marcado con TRF2
en (A) en tres secciones ultrafinas seriadas. (D, E) Imagenes de nucleos de células B (azul) y sus correspondientes
diagramas mostrando la distribucion preferencial de TRF2 en la periferia nuclear y las ELCS. (F) Imagenes de confocal
mostrando una célula GFAP+ (blanco) contactando con la cavidad ventricular y presentando un nucleo irregular (lamina B,
verde), con expresion de TRF2 (rojo) en la region de la ELCS. (G) Imagenes de Z-stack del nucleo enmarcado en (F)
mostrando que TRF2 e expresa principalmente en la region de la invaginacion correspondiente a las ELCS. (H)
Cuantificacion de la expresion de TRF2 en las ELCS con respecto al resto de la envoltura nuclear, mostrando diferencias
estadisticamente significativas (p < 0.0002). Escala, 1 ym (A, D), 650nm (B). C: citoplasma, N: nucleo.
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4.7 ELCS nucleares en astrocitos de la ZSG

Aunque el estudio de las ELCS nucleares se ha centrado en las células B de la ZSV-
V, nos preguntamos si estas estructuras también podian encontrarse presentes en las
células madre de otra region neurogénica, como la ZSG del giro dentado. Para determinar
si los astrocitos radiales o células tipo 1 presentaban ELCS, examinamos la ZSG de
ratones P60 con MET. Estudios previos describen morfolégicamente dos poblaciones de
astrocitos, los astrocitos horizontales y radiales. Los astrocitos horizontales se caracterizan
ultraestructuralmente por presentar citoplasma claro, una densa red de filamentos
intermedios y contorno irregular (Seri et al., 2001). Sin embargo, los astrocitos radiales
presentan un mayor numero de organulos, mayor concentracién de poliribosomas y
grandes haces de filamentos intermedios en el proceso radial. Debido a la dificultad de
diferenciar los astrocitos radiales y horizontales en cortes ultrafinos (ya que no siempre es
posible observar la expansion radial), decidimos clasificar ultraestructuralmente a los
astrocitos localizados en la ZSG como astrocitos claros y oscuros, tal y como se describe
en la figura 32. Curiosamente, los astrocitos claros presentaron nucleos regulares,
mientras que los oscuros presentaron nucleos irregulares frecuentemente invaginados
(Figura 32B y 33A-C). Adicionalmente, el 1.5 % * 0.63% de los astrocitos oscuros
presentaban ELCS nucleares, mientras que no fueron observadas en los astrocitos claros.
Ademas esta estructura tampoco fue observada en neuroblastos, neuronas inmaduras o

neuronas maduras.

8 Citoplasma electroltcido (A-D) Citoplasma oscuro y escaso (K-M)

g Bajo namero de ribosomas libres Elevado namero de ribosomas libres

S Filamentos intermedios distribuidos por todo el Filamentos intermedios localizados en las
*§ citoplasma (B) expansiones citoplasmicas (L)

g Ocasional presencia de lipofucsina (C) Ausencia de cuerpos densos o lipofucsina.
=)

§ Pequenias mitocondrias dispersas por el Mitocondrias alargadas localizadas

= citoplasma (D) preferentemente en la region perinuclear (M)
3

§ Ndcleo regular. Ausencia de invaginaciones Nucleo irregular con invaginaciones nucleares. En
g nucleares. ocasiones presencia de ELCS.

Figura 32. Ultraestructura de los astrocitos de la ZSG. (A-D) Micrografias de MET mostrando las caracteristicas
ultraestructurales de los astrocitos claros de la ZSG descritas en la tabla. (E-J) Micrografias de MET presentando
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caracteristicas ultraestructurales de los astrocitos oscuros encontrados en la ZSG descritos en la tabla. Escala, 5 um (A, B),
500 nm (B, D, J).

Para determinar si los astrocitos que habiamos determinado como oscuros, y que
presentaban ELCS, formaban parte de la poblacién de astrocitos radiales, realizamos
inmunohistoquimica DAB post-inclusion contra GFAP y BLBP, en cortes semifinos. Estas
inmunos revelaron que las células GFAP+ o BLBP+ que mostraron una expansioén radial
hacia el estrato granular presentaban un nucleo irregular y ocasionalmente ELCS (Figura
33D-G). Estas observaciones sugieren que las ELCS son una estructura caracteristica de

células madre neurales en las dos principales regiones neurogénicas.

Figura 33. ELCS nucleares en los astrocitos radiales de la ZSG del giro dentado del hipocampo. (A-C) Micrografias de
MET de un astrocito localizado en la ZSG mostrando un nucleo invaginado y ELCS (flechas). (D) La imagen izquierda
muestra una célula GFAP+ con morfologia radial en la ZSG. La imagen derecha muestra la misma célula radial en un corte
semifino contiguo. (E-G) Imagenes de MET del astrocito radial marcado en (D) mostrando un ntcleo irregular con
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ELCS (flechas). Escala, Escalas, 20 ym (A), 2 ym (B), 200nm (C), 50 ym (D), 2.5 ym (E), 500 nm (F, G). N: nucleo, C:

citoplasma.

4.8 La poblacion de células B con ELCS esta preservada

evolutivamente.

La siguiente pregunta que nos planteamos fue si estas estructuras nucleares se
conservaban evolutivamente en la ZSV-V de otras especies de mamiferos superiores,
como los primates. Para resolver esta pregunta, estudiamos la ZSV-V de la especie de
primate no-humano Callithrix jacchus, también conocido como marmoset comudn. Un
estudio ultraestructural previo en esta especie describe la presencia de las células B1, B2,
C, Ay E (Sawamoto et al., 2011), sin embargo se desconocen las caracteristicas
morfolégicas del nucleo de estas células. Con MET analizamos la morfologia nuclear de
las células presentes en la ZSV-V en monos neonatales (0-1 dia, n=3) y adultos (2.5 afios,
n=3) y encontramos que las células que mostraron ELCS en sus nucleos presentaban un
citoplasma claro y rico en filamentos intermedios, siendo caracterizadas como astrocitos o
células tipo B (Figura 34A, B). Ademas, en ambas edades encontramos células B1 con
ELCS, sin embargo, estas fueron mucho mas escasas en los monos adultos (13 células
B1 con ELCS en neonatales frente 1 en los adultos).

Por otra parte, observamos que la poblacién de células tipo B con ELCS en
marmosets neonatales representaba un 18.37% % 2.21%, mientras que en el adulto esta
poblacion se reducia drasticamente hasta un 1.01%% 1.01% (Figura 34C). En ambas
edades, las ELCS encontradas pertenecian al tipo 1-1 a excepcion de una célula
encontrada en un ejemplar de marmoset neonatal que presentaba ELCS del tipo 1-2
(Figura 34D, E).

Adicionalmente estudiamos con MET una muestra de la ZSV de un feto humano de
18 semanas gestacionales. Realizamos un estudio de las células de glia radial y los
progenitores neurales que se localizan en esta zona y observamos que las células de glia
radial se caracterizaban por contactar la cavidad ventricular, presentar un cilio primario, y
mostrar un citoplasma oscuro con cisternas paralelas de reticulo endoplasmico rugoso y
microtubulos en la expansion radial. Al analizar estas células observamos que
presentaban un nucleo muy irregular y ELCS (Figura 34F, G). También se observaron
mitosis en contacto con la luz ventricular pero no se hallé6 ninguna estructura semejante a
las ELCS.
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En conjunto, estas observaciones sugieren que las ELCS son una estructura nuclear
distintiva de células madre neurales que se encuentra conservada evolutivamente en las

especies de mamiferos superiores.

%Células B con ELCS /

Neonatal  Adult

Figura 34. La glia de la ZSV-V de los primates no humanos y humanos presenta ELCS nucleares. (A, B) Imagenes de
MET de una célula B de la ZSV-V de marmoset adulto, mostrando un nucleo invaginado con ELCS (flechas). (C)
Cuantificaciones del numero de células B con ELCS en la ZSV-V de monos neonatales y adultos (n=3). Observar la drastica
disminucién de estas celulas con la edad (p-valor <0.002). (D, E) Imagenes del nucleo de una célula B encontrada en un
mono neonatal mostrando ELCS del tipo 1-1 (flecha negra) y 1-2 (flechas blancas). (F, G) Micrografias de MET de la zona
ventricular de un feto humano (18 semanas gestacionales) mostrando una célula de glia radial contactando la cavidad
ventricular y presentando ELCS (flechas).
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5 Discusion

El fendbmeno de neurogénesis adulta ha sido ampliamente estudiado durante las
ultimas décadas, ya que la comprensién de los procesos de regulacion y activacion de
las células madre, asi como la diferenciacién, migracion y reemplazamiento neuronal
por parte de las nuevas neuronas plantean importantes posibilidades en el ambito de la
terapia celular. ElI descubrimiento de la naturaleza astroglial de las células madre
neurales adultas ha permitido que numerosos grupos hayan caracterizado estas células
a nivel morfoldégico y molecular. Actualmente se acepta que células B1 GFAP positivas
con morfologia radial son las verdaderas células madre neurales adultas. Ademas, se
ha demostrado que esta poblacion es heterogénea, pudiendo encontrarse en distintos
estados de activaciéon y dar lugar a diferentes tipos de neuronas segun su localizacion.
Por ello, numerosos grupos trabajan en dilucidar los mecanismos de regulacién del

genoma de estas células madre.

En el presente estudio caracterizamos una nueva particularidad de la envoltura
nuclear de las células madre neurales de la ZSV-V, las envelope-limited chromatin
sheets o ELCS. A través del estudio ultraestructural fino, el uso de marcadores
moleculares, estudios de proliferacion y el tratamiento antimitético con Ara-C,
encontramos que las células tipo B1 con ELCS corresponden a las células madre
quiescentes. Los analisis con MET revelaron que las ELCS comienzan a aparecer en la
glia radial embrionaria alrededor de E14.5 y estan presentes durante toda la vida en una
subpoblacion de células tipo B de la ZSV-V. Los ensayos de pulso y captura indicaron
que las células tipo B quiescentes con ELCS tienen un origen embrionario.
Adicionalmente, describimos que las ELCS podrian representar un compartimento
nuclear especifico, ya que expresan marcadores epigenéticos asociados con represion y
teldmeros. En conjunto, este trabajo aporta una nueva caracterizacién de los nucleos de
las células madre neurales, contribuyendo a una mayor comprension de la organizacién

y funcionamiento Unicos de la ZSV-V.

5.1 ELCS nucleares en la ZSV-V

Las células madre neurales han sido ampliamente estudiadas, no obstante su
naturaleza astroglial dificulta distinguirlas de otros astrocitos parenquimaticos no-
neurogeénicos. Es por ello que numerosos grupos trabajan en encontrar aspectos

morfoldgicos y/o moleculares que permitan diferenciar estas poblaciones. Entre estos
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aspectos se ha descrito que la poblacion de células B presenta un nucleo irregular
(Doetsch et al., 1997) e inusuales invaginaciones de la envoltura nuclear (Capilla-
Gonzalez et al.,, 2014). Sin embargo, estos estudios no han descrito en detalle la
organizacién de esta inusual morfologia nuclear, y poco se conoce a cerca de su posible
funcién. La escasez de informacion a cerca de este rasgo de las células B nos llevé a
estudiar detalladamente la morfologia nuclear de los tipos celulares que componen la
ZSV-V. En nuestro estudio observamos que estas estructuras tan soélo se hallaban
presentes en las células B de la ZSV-V y se caracterizaban por presentar una fina
lamina de cromatina delimitada en ambos lados por las membranas nuclear interna y
externa. Esta estructura era muy similar a los palillos de tambor presentes en los
neutrdéfilos, los cuales han sido descritos como laminas de cromatina limitadas por
envoltura nuclear o ELCS (Davies y Haynes, 1975). Estas ELCS también han sido
observadas en un tumor derivado de ceélulas gliales del sistema nervioso central, el
meduloblastoma (Tani et al., 1971) y en astrocitos de la zona subcallosa proxima a la
ZSV-V de roedores P5 (Wittmann et al., 2009). Por lo tanto, debido a la gran similitud en
la organizacion de las estructuras nucleares encontradas en las células B de la ZSV-V y

las ELCS previamente descritas, decidimos adoptar la misma nomenclatura.

5.2 Una subpoblacién de células B presenta ELCS

En nuestro estudio encontramos que las ELCS nucleares se encuentran presentes
en practicamente la mitad de las células B de la ZSV-V de ratones P60, mientras que no
se observan en los otros tipos celulares que constituyen la ZSV-V (células A, Cy E) o en
los astrocitos estriatales adyacentes. Esta observacion es coincidente con el hecho de
que los astrocitos localizados en la ZSV-V o células B han sido identificadas como las
células madre neurales (Doetsch et al., 1997), y podria indicar que esta estructura esté
relacionada con el mantenimiento de la identidad de célula madre. Tampoco
encontramos diferencias en la frecuencia de células con ELCS en las regiones dorso-
ventrales o antero-posteriores, hecho que parece sugerir que estas estructuras no

participan en la especificacion regional de tipo neuronal (Merkle et al., 2007).

Por otra parte, entre la poblacién de células B con ELCS encontramos células tipo
B1 y B2. Ambos tipos celulares se encuentran en la ZSV-V y forman parte del nicho
neurogénico. Sin embargo, existen discrepancias acerca de la capacidad neurogénica
de los astrocitos B2, ya que tan solo las células B1 estan consideradas como las
verdaderas células madre neurales (Fuentealba et al., 2012). No obstante, algunos

trabajos han demostrado la capacidad proliferativa de las células B2 en condiciones
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fisiolégicas, tras el tratamiento antimitético con Ara-C (Doetsch et al., 1999; Pastrana et
al., 2009) e incluso con el envejecimiento (Capilla-Gonzalez et al., 2014). Por otra parte,
el hecho de que estas células no contacten la cavidad ventricular, y no estén
directamente expuestas al liquido cefalorraquideo, dificulta en gran medida el estudio de
linaje celular de esta poblacién y la comprension de su mecanismo de sefalizacién. Sin
embargo cabe destacar que otras células madre neurales tales como los astrocitos
radiales de la ZSG (Kempermann, 2011; Seri et al., 2001) o la glia radial externa,
localizada en el cerebro humano en desarrollo (Fietz et al., 2010), presentan capacidad

neurogénica y no contactan con la cavidad ventricular.

5.3 Las ELCS nucleares en células B, un rasgo de quiescencia

Las células madre neurales son una poblacién heterogénea y forman un mosaico
de células madre quiescentes y activas (Chaker et al.,, 2016; Codega et al., 2014;
Morshead et al., 1994). En el presente trabajo, observamos que las células B con ELCS
presentan un patrén de expresion GFAP®, BLBP”, Glast®, Nestina y EGFR’. Este patron
de expresion molecular ha sido recientemente relacionado con la subpoblacion de
células B quiescentes (Codega et al., 2014). Adicionalmente, nuestros datos muestran
que el 82.98 % de las células tipo B1, presentes en pinwheels de animales de 2 meses
de edad, muestran ELCS nucleares y el 13.34 % expresion de EGFR y nucleo
redondeado. Estos resultados son consistentes con observaciones previas en las que
las células B1 EGFR+ activas representan el 11.4% de la poblacion de células B1
(Codega et al., 2014) y 8.6% se dividen activamente (Ponti et al., 2013; 2014). En
nuestro trabajo, los estudios de pulso y captura con *H-Timidina también muestran que
las células activas no presentan ELCS nucleares. Ademas esta poblacion de células es
capaz de sobrevivir al tratamiento con la droga antimitética Ara-C, aspecto que ha sido
relacionado con células quiescentes EGFR-, capaces de regenerar la ZSV-V (Doetsch
et al., 1999; Pastrana et al., 2009). Sin embargo, tras el tratamiento con Ara-C también
sobrevive una poblacion de células con morfologia nuclear esférica, hecho que podria
explicarse ya que recientes estudios transcriptomicos han sugerido que las células
madre neurales quiescentes o durmientes entran en un estado de preparada quiescente
o0 primed-quiescent antes de la activacion (Llorens-Bobadilla y Martin-Villalba, 2016;
Shin et al., 2015). En conjunto, nuestros resultados sugieren que las ELCS presentes en

las células B son un rasgo de quiescencia.

En esta linea, estudios realizados en células con ELCS fuera del sistema nervioso
central apuntan a que las ELCS podrian formar parte de un programa que silencia

genes especificos durante la diferenciacion de neutrdfilos (Sanchez y Wangh, 1999).
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Ademas, se ha observado que células tumorales con ELCS pueden sobrevivir a
tratamientos antimitéticos (Ahearn et al., 1967; Erenpreisa et al., 2002; Stalzer et al.,
1965) y que tumores como el dermatofibrosarcoma presentan ELCS y tienen una
elevada tendencia a recurrir tras la cirugia (Ghadially, 1985). Por tanto, las ELCS
podrian representar un mecanismo de quiescencia en células tumorales quiescentes

siendo consistente con nuestras observaciones en las células B de la ZSV-V.

5.4 Las células tipo B no presentan ELCS in vitro

Los ensayos in vitro han sido ampliamente usados para estudiar la capacidad de
autorrenovacion y diferenciacion de las células madre neurales (Gil-Perotin et al., 2013).
Ademas, la expansion in vitro de células madre neurales ha facilitado el estudio de la
organizacién tridimensional del genoma de estas células (Phillips-Cremins et al., 2013),
asi como el estudio de la regulaciéon epigenética de las células de la ZSV-V (Lim y
Alvarez-Buylla, 2014). Para poder determinar la relacién entre las ELCS nucleares en
células madre y los mapas de arquitectura de la cromatina previamente descritos,
decidimos estudiar la presencia de estas estructuras en cultivos de neuroesferas y
monocapa de la ZSV-V. Sin embargo, no observamos ninguna célula con ELCS en
ninguno de los dos tipos de cultivos. Estudios previos muestran que los cultivos de
neuroesferas y monocapa derivan de células activadas in vivo (Codega et al., 2014;
Doetsch et al., 2002; Mich et al., 2014), lo que podria explicar la ausencia de estas
estructuras. No obstante, no podemos descartar que algunas células madre quiescentes
presentes en cultivo desensamblen las ELCS tras la induccion de la proliferacion por

parte de los factores de crecimiento.

Nuestro siguiente paso fue explorar si el tratamiento con acido retinoico podia
inducir la formacion de ELCS en neuroesferas, tal y como se describe en neutrdéfilos
(Olins et al., 2000). Sin embargo, aunque el acido retinoico juega un importante papel en
el desarrollo del sistema nervioso central y se expresa en la ZSV-V postnatal
(Zetterstrom et al., 1999), no encontramos evidencias de la presencia de ELCS
nucleares tras el tratamiento. Una posible explicacién es que el acido retinoico induzca
la diferenciacion de los neutréfilos (Olins et al.,, 1998), dando lugar a un estado de
quiescencia mantenido por las ELCS, mientras que en las células B el mecanismo que
cursa con la formaciéon de las ELCS sea diferente ya que estas células no se
diferencian. En esta linea, se ha observado que el tratamiento con acido retinoico

estimula la proliferacién e incrementa la neurogénesis (Wang, 2005).
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El hecho de no poder aislar in vitro la poblacién de células B con ELCS supone un
gran inconveniente a la hora de realizar estudios genomicos y transcriptomicos del
contenido de las ELCS, ya que actualmente los experimentos de microdiseccién no
presentan suficiente resolucion como para separar las células con ELCS de las que no
lo presentan. Ademas, no podriamos obtener el suficiente contenido de ADN como para
determinar el contenido génico y proteico diferencial de las células B con ELCS en
comparacion con las que no las presentan. Futuros estudios en los que se determine si
las células B con ELCS conservan la estructura tras la separacién con FACS-sorter

podrian facilitar el aislamiento de esta poblacion y su posible caracterizaciéon molecular.

5.5 Origen embrionario de las ELCS nucleares en la ZSV-V

Recientes trabajos han determinado que las células madre quiescentes de la ZSV-
V adulta se generan entre los estadios E13.5 y E15.5 y se mantienen quiescentes hasta
que son reactivadas post-natalmente (Fuentealba et al., 2015; Furutachi et al., 2015).
Nuestros hallazgos muestran que las ELCS comienzan a aparecer en el nucleo de la
glia radial en este mismo periodo, sin embargo su formacién continta hasta P15. Una
posible explicacién es que el remodelado de la cromatina necesario para el estado
quiescente comience durante este periodo de especificacion de las células pre-B y no se
observe morfolégicamente hasta estadios mas tardios. También encontramos expresion
de p57, marcador que se ha descrito en la glia radial que retarda la progresion del ciclo
celular en las células madre quiescentes (Furutachi et al., 2015). Ademas nuestras
observaciones sugieren que la formacién de las ELCS es un proceso dinamico en el que
inicialmente se forman anillos de envoltura nuclear que posteriormente daran lugar a las
ELCS. Esta hipétesis concuerda con el modelo de “invaginacion” propuesto por el grupo
del Dr. Olins en el que se describe que las ELCS de tipo 1-1 se formarian a partir de un
bolsillo formado por la membrana nuclear interna, que creceria dejando un espacio para
fibras de cromatina de 30 nm divergentes. Esta invaginaciéon de la membrana nuclear
interna seria seguida por la membrana nuclear externa (Olins and Olins, 2009) (Figura
35).
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Figura 35. Modelo de invaginacion de las ELCS. Hipotesis estructural del origen de las ELCS a partir de la
invaginacion de la membrana nuclear interna. Seccién hipotética de la envoltura nuclear asociada alas fibras de
cromatina de 30 nm ilustrando como la invaginacién de las membrana nuclear interna (verde) forma un bolsillo separando
las fibras de cromatina. La membrana nuclear externa (naranja sigue a la interna a través del espacio perinuclear y forma
las ELCS. C: citoplasma, N: nucleo. Adaptado de (Olins y Olins, 2009).
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5.6 Pérdida de células B con ELCS con la edad

Los primeros trabajos in vitro de la ZSV-V mostraron que las células madre
neurales tienen capacidad de autorrenovarse y dan lugar a distintos tipos celulares
(Reynolds and Weiss, 1992). Sin embargo, poco se conoce acerca del mecanismo in
vivo por el cual las células madre neurales se mantienen en la ZSV-V a lo largo de la
vida. ¢ Existe un pool inicial que se va agotando con la edad? ;O por el contrario las
células B se autorrenuevan? Nuestros resultados muestran que a partir de los dos
meses de edad, las células de la ZSV-V que entran en divisidon no vuelven a ensamblar
ELCS nucleares. Este resultado es consistente con trabajos previos en los que, a través
del estudio de linaje celular, se ha observado un bajo numero de células B1 marcadas
asociadas a clones neurales en el bulbo olfatorio, sugiriendo una baja frecuencia de
autorrenovacion de las células B1 (Fuentealba et al., 2015). Ademas, también se ha
sugerido que esta poblacion de células madre quiescentes es necesaria para el
mantenimiento a largo plazo de la actividad neurogénica, previniendo el posible
agotamiento derivado de las sucesivas divisiones (Furutachi et al.,, 2015). En esta
direccién, también hemos observado una disminucién del porcentaje de células con
ELCS con la edad, que se reduce a la mitad a los 2 afios. Estos resultados se apoyan
en estudios en los que se ha mostrado una disminucién del potencial neurogénico y una
reduccion de las células madre neurales en la ZSV-V con la edad (Bouab et al., 2011;
Capilla-Gonzalez et al.,2014;Enwere et al.,, 2004). Por lo tanto, la disminucién del
numero de células con ELCS en la ZSV-V podria asociarse a un agotamiento de las
células B en este nicho neurogénico. No obstante, futuros estudios seran necesarios
para determinar si las células B1 pierden permanentemente las ELCS tras la activacion,

o si tras condiciones especificas tales como lesion, podrian reensamblarse de nuevo.

5.7 Composicion molecular de las ELCS

A diferencia de la superficie celular, el conocimiento acerca de las proteinas que
residen en las membranas nucleares y que forman parte de la envoltura nuclear es muy
escaso. De mas de 1000 proteinas transmembrana asociadas a la envoltura nuclear
encontradas, muy pocas han sido caracterizadas (Korfali et al., 2014). En el presente
trabajo decidimos estudiar la posible expresion de algunas de estas proteinas en las
ELCS para determinar los componentes moleculares de esta inusual estructura.
Estudiamos la expresion de la lamina B, Lap2 y LBR y encontramos que se hallaban en
las ELCS y en el resto de la envoltura nuclear, no pudiendo determinar un marcador

especifico de esta regién. En esta linea, tampoco se han encontrado componentes de la
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envoltura nuclear especificos de las ELCS de neutrofilos, aunque parece existir una
mayor expresion de lamina B, Lap2 y LBR (Olins et al., 2000; 2001; 2008; 1998; Olins y
Olins, 2004). Curiosamente, Lap2 y LBR se asocian a la lamina B e intervienen en
procesos de organizacion de cromatina (Gruenbaum y Foisner, 2015). LBR ha sido
descrita como una proteina fundamental en la formacién de las ELCS en neutréfilos, ya
que se piensa que la actividad esterol-reductasa de su dominio transmembrana podria
contribuir a la sintesis de membrana en el proceso de formacion de las ELCS
(Subramanian et al., 2011; Tsai et al., 2016).

Nuestro siguiente planteamiento fue determinar los componentes moleculares
asociados a las fibras de heterocromatina presentes en las ELCS. Nuestros resultados
mostraron que las fibras de 30 nm de cromatina localizadas en las ELCS mostraban el
marcador epigenético 5-mC, confirmando que el ADN localizado en esta regiéon se
encontraba en estado de heterocromatina. A nivel de modificacion de histonas, la
heterocromatina presente en las ELCS expresaba la H3K9me3, pero no la H3K27me3.
Interesantemente, este distintivo patrén de metilacion de la histona 3 permite diferenciar
entre la heterocromatina facultativa y constitutiva (Saksouk et al., 2015). La
heterocromatina facultativa se forma en condiciones especificas del desarrollo y la
diferenciacion tisular, y esta enriquecida en H3K27me3, mientras que la heterocromatina
constitutiva estd formada por regiones de secuencias repetitivas, su organizacion
estructural es muy estable y se caracteriza por la metilacién de ADN y la H3K9me3
(Nishibuchi y Déjardin, 2017). Por lo tanto, este patron de metilacién diferencial sugiere

que las ELCS estan principalmente compuestas por heterocromatina constitutiva.

El establecimiento de la conformacion de la cromatina requiere de la union de
H3K9me3 a la proteina de unién a heterocromatina HP1 (Nishibuchi y Déjardin, 2017).
Ademas, HP1 actua como puente entre LBR, la lamina B y la cromatina reprimiendo la
expresion génica (Eissenberg and Elgin, 2014). Sin embargo, en nuestro estudio no
encontramos expresion de HP1 en la regién en las ELCS. Este hecho lanza algunas
preguntas acerca de que sistema de represion actua sobre la cromatina localizada en
las ELCS. Algunos trabajos muestran que Lap2 puede reprimir y asociarse directamente
a la cromatina (Chojnowski et al., 2015; Dechat et al., 2000). Cabe destacar que el
pequeino tamafo de las ELCS dificulta en gran medida el estudio de sus componentes
con microscopia Optica y de fluorescencia convencional, siendo fundamental la
confirmacién de la presencia de estos componentes con el detalle que nos permite la

MET. No obstante, futuros estudios a través del uso de microscopios de super
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resolucion contribuirdn en gran medida al estudio de los componentes de la envoltura

nuclear implicados en la formacion y mantenimiento de las ELCS nucleares.

5.8 A los telémeros les gustan las ELCS

Como hemos expuesto anteriormente, nuestros datos apuntan a que las ELCS
contienen heterocromatina constitutiva, caracteristica de regiones pericentroméricas y
telbmeros (Saksouk et al., 2015). Curiosamente, las proteinas asociadas a telémeros
cumplen un importante papel en la regulacion de la capacidad proliferativa (Blackburn,
2001; Blasco, 2002). Entre estas proteinas se encuentra TRF2, una proteina asociada a
telomeros que contribuye a preservar la integridad telomérica y mantener el estado de
autorrenovacion de las células madre neurales de la ZSV-V (Grammatikakis et al.,
2016b). Nuestros resultados muestran que TRF2 se expresa en la envoltura nuclear de
las células madre neurales y ademas se localiza preferencialmente en la region de las
ELCS. Este resultado es consistente con trabajos previos en linfocitos y fibroblastos
embrionarios, en los que se observa una localizacion preferencial de los telomeros cerca
de la envoltura nuclear (Gonzalez-Suarez et al., 2009). Ademas, nuestros resultados
muestran que las ELCS se encuentran en células B en estado quiescente, al igual que
se ha observado en levaduras quiescentes con una viabilidad a largo tiempo formando

un sub-compartimento de cromatina telomérica silenciada (Guidi et al., 2015).

Por otra parte, la presencia de 5-mC en las ELCS parece contradecir el hecho de
que los telémeros no son susceptibles de metilacion, ya que las secuencias repetitivas
de los telémeros (TTAGGG) no presentan citosina. Sin embargo, se ha descrito que las
regiones préoximas a los telémeros denominadas “regiones subteloméricas” presentan
una elevada densidad de islas de citosina o secuencias CpG y se caracterizan por la
metilacién 5-mC (Gonzalo y Eissenberg, 2016). Ademas, estas regiones pueden dirigir
la localizacion periférica de sus correspondientes teldmeros, sugiriendo que los
telomeros de distintos cromosomas podrian tener localizaciones nucleares preferentes
(Gonzalo y Eissenberg, 2016). Por lo tanto, es posible que estas regiones también

puedan encontrarse dentro o proximas a las ELCS.

En resumen, basandonos en las observaciones previas y la presencia de regiones
teloméricas en las ELCS y en su proximidad, proponemos a las ELCS como un
compartimento celular para dominios heterocromaticos especificos relacionados con el

estado de quiescencia de las células madre neurales de la ZSV-V.
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5.9 ELCS en la otra region neurogénica, la ZSG

Para determinar si las ELCS eran una caracteristica especifica de las células B de
la ZSV-V o de las células madre neurales en general, decidimos estudiar el nucleo de
los astrocitos radiales de la ZSG del giro dentado del hipocampo. Nuestros resultados
mostraron que, al igual que en la ZSV-V, las ELCS tan s6lo se encontraban en células
de tipo astroglial. Sin embargo, la proporcidon de astrocitos con ELCS fue mucho mas
baja que la encontrada en la ZSV-V (1.5% en la ZSG frente al 11,98% en la ZSV-V).
Teniendo en cuenta que la poblacion de astrocitos radiales o células tipo 1 esta
considerada en general como una poblacion de células madre quiescentes (Furutachi et
al., 2013; Gongalves et al., 2016), la baja proporcion encontrada podria contradecirse
con el hecho de que las ELCS son un signo de quiescencia en células madre. No
obstante, recientes estudios transcriptdmicos han revelado que la poblacion de células
madre de la ZSG es heterogénea y las células madre quiescentes pueden encontrarse
en distintos estados (Shin et al.,, 2015). Por lo tanto, no podemos descartar que las
células de glia radial con ELCS nucleares puedan pertenecer a células madre neurales

en un estado de quiescencia especifico.

5.10 Las ELCS se conservan evolutivamente en la ZSV-V

En el presente trabajo, estudiamos la presencia de las ELCS nucleares en la ZSV-
V del primate no-humano marmoset comun. Nuestros resultados mostraron que los
astrocitos de la ZSV-V de marmoset, al igual que en el ratén, presentaban ELCS
nucleares y disminuian drasticamente con la edad. Esta reduccidn podria estar
relacionada con la sustancial disminucion de la capacidad neurogénica descrita con el
envejecimiento en marmoset (Leuner et al., 2007; McDermott y Lantos, 1990; Sawamoto
et al., 2011). Adicionalmente, observamos una reduccion de las células B1 en el adulto,
lo que también ocurre en roedores, donde parte de la disminucion de la capacidad
proliferativa se relaciona con la pérdida de células B1. Estos datos sugieren que las
ELCS nucleares en células B podrian servir como indicativo de la presencia de células
madre con potencial neurogeénico.

Por otra parte, la proporcién de células B con ELCS, estudiadas en cortes
ultrafinos simples en los primates neonatales y jovenes, era menor que la de ratones de
la misma edad (neonatal: 24% en ratones PO y 18% en marmoset; adulto: 2,14% en
ratones P360 y 1,01% en marmoset). En esta linea, algunos trabajos han descrito que la

proliferacion, neurogénesis y migracion celular en marmoset tiene lugar en una
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proporcion substancialmente menor a la observada en roedores (Bunk et al., 2010;

Sawamoto et al., 2011).

En nuestro trabajo también encontramos ELCS nucleares en células de glia radial
embrionaria humana en un feto de 18 semanas gestacionales. Un estudio realizado en
la eminencia ganglionar de fetos humanos de 24 semanas gestacionales describe la
presencia de unas estructuras denominadas “fusiones nucleares” en células claras
(Guerrero-Cazares et al., 2011). Estas estructuras presentan la misma organizaciéon que
las ELCS nucleares, aunque no se describe el tipo celular en el que se encuentran.
Estos resultados indican que las ELCS nucleares son una caracteristica de las células

de glia radial embrionaria muy conservada en la evolucion.

Finalmente, en el presente trabajo no presentamos resultados relacionados con la
presencia de ELCS nucleares en muestras de la ZSV-V humana adulta ya que en
estudios previos de nuestro grupo encontramos que los astrocitos presentes en las
capas GAP vy ribbon de la ZSV-V adulta presentan un nucleo redondeado sin
invaginaciones nucleares (Chaichana et al., 2009; Quifiones-Hinojosa et al., 2005). Una
posible explicacién para el hecho de que no se hayan observado estas estructuras
nucleares en los astrocitos de la ZSV-V humana adulta, es el hecho de que no se han
identificado astrocitos B1 contactando la cavidad ventricular debido a la compleja red de
filamentos intermedios presente en la capa GAP humana adulta. Otra posible
explicacion es que, al igual que hemos descrito en ratén y marmoset, la proporcién de
células madre con ELCS podria disminuir drasticamente con la edad, en paralelo con la
importante disminucion de la capacidad proliferativa descrita en la ZSV-V humana adulta
(Bergmann et al., 2015; Paredes et al., 2015).
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6 Conclusiones

En base a los resultados obtenidos podemos concluir que:

1. Una subpoblacion de células B de la ZSV-V adulta de ratones presenta laminas de
cromatina simple de 30 nm delimitadas en ambos lados por las membranas nucleares
interna y externa. Estas estructuras se corresponden a las envelope limited chromatin

sheets o ELCS nucleares.

2. Las ELCS nucleares se encuentran presentes en las poblaciones de astrocitos tipo
B1 y B2 de la ZSV-V de ratones. El porcentaje de células B con ELCS disminuye

drasticamente con la edad de un 45,62% en P60 a un 24% en P630 (21 meses).

3. Las células B con ELCS presentan el patron de expresion molecular GFAP+, BLBP+,
GLAST+, Nestina- y EGFR-, caracteristico de células madre quiescentes de la ZSV-V. Y
representan el 82,98% de las células madre neurales de la ZSV-V o células tipo B1 en

ratones P60.

4. Las células B activas, caracterizadas por la expresion de EGFR y la incorporacién de
*H-Timidina, no presentan ELCS nucleares. Ademas, dos meses después de la
incorporacion de °H-Timidina, las células B de ratones P60 no reensamblan estas

estructuras.

5. Las células B con ELCS presentes en la ZSV-V adulta sobreviven al tratamiento con

el antimitético Ara-C.

6. Las células presentes en los cultivos in vitro de neuroesferas y monocapa derivados

de la ZSV-V de ratones adultos no presentan ELCS nucleares.

7. Las ELCS nucleares comienzan a formarse en el estadio E14.5, en una poblacién de
células de glia radial quiescentes p57+, precursoras de las células B1 de la ZSV-V
adulta. Este proceso de formacién es dinamico y tiene lugar a partir de una invaginacion
de la membrana nuclear interna, que genera un incremento del espacio perinuclear, y
aisla una lamina de cromatina de 30 nm denominado “anillo de envoltura nuclear”. Esta

invaginacion es seguida por la membrana nuclear interna.
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8. Las ELCS nucleares presentes en las células B representan un compartimento
nuclear especifico caracterizado por la expresion de las proteinas de la envoltura
nuclear lamina B, Lap2 y LBR, los factores epigenéticos 5-mC y H3k9me3 y la presencia

teldmeros.

9. Una pequena poblacién de astrocitos radiales de la ZSG del giro dentado del
hipocampo de ratones presenta ELCS nucleares semejantes a las observadas en la
ZSV-V.

10. La ZSV-V neonatal y adulta del primate Callithrix jacchus presenta células B con
ELCS nucleares idénticas a las observadas en células B de roedores. Estas células

sufren una drastica disminucion con la edad.

11. Las células de glia radial localizadas en la eminencia ganglionar media del humano
fetal presentan ELCS nucleares idénticas a las observadas en glia radial y células B en

la ZSV-V de ratones y monos.

12. Los resultados obtenidos en el estudio de la morfologia nuclear de las células madre
presentes en la ZSV-V de roedores, primates no-humanos y humanos, sugiere que las
ELCS nucleares se encuentran conservadas en las células madre neurales de la ZSV-V

de mamiferos a lo largo de la evolucion.
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