®

RIDAA Universidad
Repositorio Institucional Nacional

Digital de Acceso Abierto de la
Universidad Nacional de Quilmes

de Quilmes

\\\\

Di Bella, Daniela Jesica

Regulacion transcripcional de la diferenciacion
de las neuronas del canal central

Esta obra esté bajo una Licencia Creative Commons Argentina.
Atribucion - No Comercial - Sin Obra Derivada 2.5
https://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/2.5/ar/

Documento descargado de RIDAA-UNQ Repositorio Institucional Digital de Acceso Abierto de la Universidad
Nacional de Quilmes de la Universidad Nacional de Quilmes

Cita recomendada:

Di Bella, D. (2018). Regulacion transcripcional de la diferenciacion de las neuronas del canal central. (Tesis de
doctorado). Universidad Nacional de Quilmes, Bernal, Argentina. Disponible en RIDAA-UNQ Repositorio
Institucional Digital de Acceso Abierto de la Universidad Nacional de Quilmes
http://ridaa.ung.edu.ar/handle/20.500.11807/802

Puede encontrar éste y otros documentos en: https://ridaa.ung.edu.ar

Roque Séenz Pefia 352 // Bernal
Universidad Buenos Aires // Argentina
Nacional t: (+41 11) 4365 7100

de Quilmes f (+5411) 4365 7101
info@ung.edu.ar




Di Bella, Daniela J., Repositorio Institucional Digital de Acceso Abierto,
Marzo de 2016, 150 pp.,

http://ridaa.ung.edu.ar,

Universidad Nacional de Quilmes, Secretaria de Posgrado,

Doctorado en Ciencia y Tecnologia

Regulacion transcripcional de la diferenciacion de las Neuronas

del Canal Central
TESIS DOCTORAL

Daniela J. Di Bella

danielajdibella@gmail.com

Resumen

La generacion de los tipos neuronales correctos, en el momento y cantidad adecuados, es
fundamental para obtener un sistema nervioso funcional. En los dltimos 20 afios, se han
comprendido ampliamente los mecanismos genéticos de la especificacion neuronal durante el
desarrollo embrionario, y como coordenadas posicionales determinan la identidad neuronal. Sin
embargo, la contribucion temporal a la generacion de diversidad ha sido menos explorada.
Recientemente, hemos identificado en la médula espinal un evento neurogénico que ocurre en
simultdneo con la especificacion glial, en estadios avanzados del desarrollo antes
considerados no-neurogénicos. Las Neuronas que contactan con el Fluido Cerebroespinal
(CSF-cN), ampliamente conservadas en cordados, se diferencian a partir de progenitores
ventrales tardios y se ubican en la interfase entre el sistema nervioso central y el CSF. No se
conoce cuales son los mecanismos genéticos que permiten la diferenciacion de esa clase
neuronal en estadios gliogénicos. En este trabajo, identificamos que los factores de
transcripcion Ascll, Gata3 y Gata2 se expresan secuencialmente en las CSF-cN espinales de
raton y controlan su especificacion. Mediante andlisis de expresion y el uso de herramientas
genéticas, encontramos que las proteinas Gata3 y Gata2 se expresan postmitdticamente en las
CSF-cN, y que controlan la adquisicion de la identidad neuronal. Por otro lado, la proteina
proneural Ascll se expresa en los progenitores que dan lugar a las CSF-cN y es necesaria
para su diferenciacion en especies amniotas. Mediante la diseccion temporal de la actividad de
Ascll, encontramos que el factor de transcripcibn es un componente esencial de la
neurogénesis tardia de las CSF-cN. Por dltimo, mapeos de destino en ausencia de Ascll
demostraron que confiere potencial neurogénico a progenitores ventrales tardios, que, de otra
forma, se convertirian en ependimocitos. Concluimos que la secuencia Ascll-Gata3/2 dirige la
especificacion de las CSF-cN, con Ascll gobernando el inicio de la diferenciacion neuronal en
elepitelio gliogénico y con Gata2/3 controlando su especializacion neuronal.

Palabras claves: neurogénesis; regulacion transcripcional; médula espinal; canal central.
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Abstract

The generation of the precise neuronal types in the right time and quantity, is essential for
building a functioning nervous system. In the last 20 years, we have reached a huge
understanding of the genetic mechanisms that control neuron specification during embryonic
development, and how positional coordinates determine neuronal identity.

However, the temporal contribution to neuronal diversity has been less explored. We have
recently identified a neurogenic event in the spinal cord that takes place simultaneously with
glial specification, during advanced developmental stages previously considered
nonneurogenic. CerebroSpinal Fluid contacting Neurons (CSF-cN), widely conserved in
chordates, are located at the interface between the central nervous system and the CSF and
are generated from late ventral progenitors. The genetic mechanisms that allow the
differentiation of this class of neurons at gliogenic stages are unknown. In this work, we
identified that the transcription factors Ascll, Gata3 and Gata2 are sequentially expressed in
mouse CSF-cN and control their specification. Through expression analysis and mouse
genetics, we described that Gata3 and Gata2 are postmitotically expressed in CSF-cN, where
they direct the acquisition of neuronal identity. Furthermore, the proneural protein Ascll is
expressed in progenitors that give rise to CSF-cN and is necessary for their differentiation in
amniotes. By temporal dissection of Ascll activity, we found that the transcription factor is an
essential component of late CSF-cN neurogenesis. Finally, fate mapping experiments in the
absence of Ascll demonstrated that it confers neurogenic potential to late ventral progenitors,
which would otherwise become ependymal cells. We conclude that the sequence Ascll-
Gata3/2 directs the specification of CSF-cN, with Ascll governing the onset of neuronal
differentiation in the gliogenic neural tube and Gata2/3 controlling neuronal specialization.

Key words:neurogenesis, transcriptional regulation, spinal cord, central canal governing the
onset of neuronal differentiation in the gliogenic neural tube and Gata2/3 controlling neuronal
specialization.

Key words: neurogenesis; transcriptional regulation; spinal cord; central canal.
Director: Dr. Guillermo Lanuza

Consejero de estudios: Dra. Patricia D’Agostino
Lugar de trabajo: Fundacion Instituto Leloir. IBBA; CONICET
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There is a theory which states that if ever anyone discovers
exactly what the Universe is for and why it is here, it will instantly
disappear and be replaced by something even more bizarre and

inexplicable. There is another theory which states that this has
already happened.

Douglas Adams, The Restaurant at the End of the Universe
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INTRODUCCION



Esta tesis aborda la regulacion genética de la diferenciacion de
una poblacion discreta de neuronas en la médula espinal de ratén:
las Neuronas que contactan con el Fluido Cerebroespinal
(CSF-cN).

Iniciamos esta Introduccién con un resumen del desarrollo de la
médula espinal y la especificacion de tipos celulares, abordando
los mecanismos espaciales y temporales generadores de
diversidad en la mitad ventral del tubo neural. A continuacion se
describe un evento neurogénico tardio en la médula espinal, la
generacion de las CSF-cN, y se presentan los factores de

transcripcion Ascl1 y Gata2/3, estudiados en esta tesis.



INTRODUCCION

LA DIVERSIDAD NEURONAL

El estudio sistematico de la arquitectura del Sistema Nervioso Central (SNC), realizado
por Ramon y Cajal a fines del siglo XIX es un trabajo fundacional para la neurobiologia
moderna. Mediante la doble impregnacién en cromato de plata (modificada a partir de la
técnica inventada por Golgi en 1873) y el “método ontogénico”, es decir el estudio de
tejidos embrionarios para la comprension de la estructura del sistema nervioso, Ramén y
Cajal fue capaz de observar neuronas individuales y proponer la Teoria Neuronal que
revoluciond el campo de la neurociencia y lo hizo acreedor del premio Nobel en 1906. A
partir de la caracterizacion de distintas regiones del cerebro, y basado en el trabajo de
predecesores como Purkinje (1787-1869), identific6 numerosos tipos de neuronas
diferentes, cada una con una ubicacion, morfologia y proyecciones especificas. Sus
estudios evidenciaron la existencia de una amplia diversidad morfoldgica a lo largo del
SNC que, presumiblemente, corresponden a clases de neuronas con distintas funciones
(de Castro et al., 2007; Lopez-Munoz et al., 2006).

Una de las preguntas actuales en el campo de la neurociencia es cdmo se genera esa
diversidad. EI SNC esta formado por multiples tipos celulares incluyendo una gran
variedad de neuronas, astrocitos, oligodendrocitos y ependimocitos. La generacion de los
tipos celulares apropiados en las coordenadas espacio-temporales y nimeros adecuados
es fundamental para el correcto funcionamiento del sistema nervioso. A pesar del avance
considerable que se ha logrado sobre ese tema, aun restan resolver muchas incognitas
sobre como, a partir de precursores equivalentes, se obtiene la enorme variedad de
células que pueblan el SNC. La médula espinal, debido a la relativa simpleza de su
estructura y circuitos, ha demostrado ser un excelente modelo para abordar esas

preguntas (Jessell, 2000).

En nuestro laboratorio, estudiamos los mecanismos genéticos que regulan la diversidad
neuronal durante el desarrollo embrionario. En ese contexto, iniciamos esta tesis con un

resumen del desarrollo de la médula espinal en vertebrados.
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INTRODUCCION

DESARROLLO DE LA MEDULA ESPINAL

La médula espinal se genera a partir de la regidn mas posterior del tubo neural, el
derivado ectodérmico precursor del SNC. En vertebrados, su desarrollo es un proceso
complejo en el que se destacan los siguientes eventos: (1) la induccion neural, en la que
se recluta la poblacion de progenitores que constituyen el tubo neural, (2) la organizacion
de los progenitores en respuesta a sefales externas, necesaria para la generacion de
diversidad a lo largo del tubo, y (3) la diferenciacion de las células progenitoras en
neuronas de diferentes subtipos (Bayraktar et al., 2015; Jessell, 2000; Jessell et al.,
2000; Rowitch et al., 2010).

Induccion neural

La diferenciaciéon de la médula espinal, al igual que la de cualquier otro 6rgano, es la
consecuencia de un programa transcripcional que dirige la expresion génica en las
células progenitoras. Ese programa se establece a partir de moléculas inductoras,
generadas por estructuras o células vecinas, que promueven cambios en las células

blanco.

A

Surco neural Tubo Neural

Placa neural

ECT
MES
END

Figura 1. Induccién neural y neurulacién.

A) Durante la induccidn neural, la porcién media del ectodermo (ECT) se diferencia en placa neural. Por
debajo se ubican la notocorda (N) y el mesodermo paraxial. B) En la neurulacion, las células se
angostan y la placa neural se pliega formando el surco neural. Las células de la placa del piso (pp) se
evidencian en la linea media ventral. Lateralmente el mesodermo se organiza en somitas (S). C) El
ectodermo neural se independiza del epidérmico formando el tubo neural. Las células mas dorsales
constituyen la placa del techo (pt), mientras que algunas células del limite entre el ectodermo neural y
no-neural delaminan como cresta neural (CN). Para formar la médula espinal la placa neural ademas es
sometida a la accion de sefales caudalizantes (Fgf, Wnt, acido retinoico). ECT ectodermo; MES
mesodermo; END endodermo (Figura adaptada de Tanabe et al., 1996).
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Tradicionalmente, se ha descripto que la médula espinal se origina a partir del mismo
proceso que genera las regiones anteriores del SNC (Jessell, 2000; Jessell et al., 2000).

La hipotesis de activacidn-transformacion (originalmente propuesta por Nieuwkoop en

1952) propone que en el embridén temprano se induce la formacion de la placa neural
anterior a partir del ectodermo. Dicho proceso incluye sefializaciéon por Fgf y antagonistas
de Bmp4 producidos desde el nodo de Hensen y la notocorda (proceso de activacion).
Esa placa neural, de caracter anterior, es transformada por sefiales como acido retinoico,
Fogf y Wnt3a para generar las regiones mas caudales del SNC (cerebro posterior y
médula espinal, Jessell et al., 2000; Stern, 2001, 2005; Tanabe et al., 1996). Durante la
neurulacion, la placa neural se constituye sucesivamente en surco y tubo neural,
fisicamente separado del ectodermo del que se originé (Figura 1). El tubo neural recién
constituido se subdivide en vesiculas, que dan origen a las distintas estructuras rostro-
caudales. La porcion mas anterior, el telencéfalo, genera los hemisferios cerebrales,

mientras que la porcidon mas caudal origina la médula espinal.

Figura 2. Contribucion de progenitores neuro-
mesodérmicos (PNM) al desarrollo de la

Tubo neural Somitas médula espinal.

En la region caudal del embridén se identificaron
progenitores multipotentes que contribuyen tanto con
el SN como con el mesodermo somitico. Los PNM

Pre-Tubo Mesodermo atraviesan primero el pre-tubo neural o el mesodermo
Neural presomilico | presomitico antes de incorporarse al tubo neural o a
los somitas respectivamente. Aun no se ha

Progenitores determinado si ésta es la principal fuente de la

Neuro-

i R médula espinal o si se trata de una situacion hibrida

con la neurulacién clasica (Figura adaptada de Gouti
et al.,, 2015; Henrique et al., 2015).

Recientemente se ha revalorizado una hipdtesis alternativa que propone un origen
distinto para el tubo neural caudal (Gouti et al., 2015; Henrique et al., 2015). Mediante
andlisis clonales, se han identificado progenitores que contribuyen tanto con el tubo
neural como con el mesodermo somitico o paraxial (Brown et al., 2000; Tzouanacou et
al., 2009). Esos progenitores neuro-mesodérmicos (PNM) se originan a partir de las
regiones caudales del embrion, son inducidos por Fgf8 y Wnt3a, y expresan marcadores
de mesodermo y tejido nervioso como Brachiury y Sox2. Los PNM primero forman parte
de la regién denominada pre-tubo neural, para luego integrarse como progenitores
neurales al tubo (Figura 2). Se ha encontrado que esos PNM contribuyen a la formacion

de la médula espinal desde el extremo caudal hasta la altura del somita 6. Resta elucidar
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si la médula espinal se origina exclusivamente a partir de PNM o si se trata de un
proceso hibrido en conjunto con la induccién neural y caudalizacién planteados en el

modelo tradicional (Gouti et al., 2015; Henrique et al., 2015).

Organizacion del tubo neural — Patterning

Una vez constituido el tubo neural surge el interrogante de como se generan los multiples
tipos celulares (neuronales y gliales) a partir de progenitores inicialmente equivalentes.
Esos progenitores quedan alojados en la regién adyacente al ventriculo (la zona
ventricular), expuestos a senales externas. De manera simplificada, pueden definirse dos
ejes ortogonales en el tubo neural (antero-posterior y dorso-ventral) a lo largo de los
cuales gradientes de morfégenos proporcionan coordenadas cartesianas que regulan
redes transcripcionales en los progenitores. La informacién posicional asi proporcionada
determina la identidad de los subtipos neuronales y gliales producidos (Briscoe et al.,
2001; Gouti et al., 2015; Guillemot, 2007; Jessell, 2000; Rowitch et al., 2010).

La senalizacion a lo largo del eje antero-posterior permite la formacion de las
estructuras macroscépicas especializadas que conforman al SNC. En particular, sefales
de las vias de Fgf, acido retinoico y Wnt3a son necesarias para la formacion de la
médula espinal, ya sea a través de la caudalizacién del tubo neural o de la induccién de
PNMs (Gouti et al., 2015; Henrique et al., 2015; Jessell, 2000). Adicionalmente, al igual
que lo que ocurre con el plan corporal de todos los animales, existe una expresion
diferencial de genes Hox a lo largo del eje antero-posterior que incide sobre las
poblaciones neuronales de distintas posiciones segmentales. ElI ejemplo mejor
documentado es el de las motoneuronas, en las que el codigo de genes Hox determina la
formacion de neuronas preganglionares del SN auténomo, la organizacion de la columna
lateral a la altura de los miembros, o la segregacion de las motoneuronas que inervan
musculos especificos (Dasen et al., 2008; Dasen et al., 2003; Jessell, 2000; Maden,
2006; Shirasaki et al., 2002).

Los progenitores a lo largo del eje dorso-ventral estan expuestos a gradientes de
sentido opuesto de morfégenos, secretados por centros organizadores ventrales como la
notocorda y la placa del piso (extremo ventral del tubo neural), o dorsales como el
ectodermo dorsal y la placa del techo (extremo dorsal del tubo neural). La notocorda es
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un corddn de células mesodérmicas que se extiende a lo largo de la linea media, ventral
al tubo neural, y es responsable de producir, junto a la placa del piso, la proteina Sonic
hedgehog (Shh, Briscoe et al., 2001; Briscoe et al., 2008; Goulding et al., 2002;
Guillemot, 2007; Jessell, 2000). Shh ha sido identificado como el morfégeno responsable
de la ventralizacion del tubo neural (Ericson et al., 1996; Ericson et al., 1997; Roelink et
al., 1995; Tanabe et al., 1996). Dado su caracter difusible, se establece un gradiente
ventral alto-dorsal bajo de actividad de Shh (Jessell, 2000) que induce la adquisicion de
identidades progenitoras diferenciales a lo largo del eje dorso-ventral (Figura 3, Briscoe
et al., 2001; Ericson et al., 1997; Jessell, 2000).

Figura 3. Gradientes de morféogenos en el tubo
neural.

En el SNC, se establecen centros organizadores que
producen sefnales difusibles. Las células de la notocorda
(N) producen Shh, mientras que el ectodermo dorsal,
produce Bmp. La accién de Shh y Bmp inducen la
formaciéon de la placa del piso (pp) y del techo (pt)
respectivamente. De esa manera, quedan establecidos
dos gradientes opuestos en el eje dorso-ventral.
Adicionalmente, los somitas (S) contribuyen con
senalizacién de 4&cido retinoico (RA). Las diferentes
Shh concentraciones de morfégenos definen dominios de
progenitores a lo largo del eje dorso-ventral. CN cresta
neural (Figura adaptada de Tanabe et al., 1996).

Otros morfégenos asociados a la adquisicion de identidades neurales son los retinoides,
producidos por el mesodermo somitico, que inducen la especificacion de algunas
neuronas ventrales; y las proteinas de las familias Bmp y Wnt, producidas por la placa
del techo y el ectodermo dorsal, y principales responsables del patterning del tubo neural
dorsal (Briscoe et al., 2001; Jessell, 2000; Liu et al., 2005; Pierani et al., 1999). Sin
embargo, también se ha demostrado la participacion de Bmp/Wnt en el patterning del
tubo neural ventral a través de la limitacion de la accidon ventralizante de Shh (Barth et al.,
1999; Briscoe et al., 2001; Briscoe et al., 2008; Jessell, 2000; Liem et al., 1995).

Diferenciacion neuronal - Proteinas proneurales

Durante la neurogénesis, la accion secuencial de factores de transcripcion contribuye a
definir los destinos postmitéticos de las neuronas generadas. El establecimiento de la
identidad posicional es seguido por la expresién de genes asociados a identidades

especificas, que vuelve competentes a las células progenitoras para producir tipos
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celulares definidos. La diferenciacion propiamente dicha, que incluye el arresto de la
proliferacion y la migracidon estereotipica fuera de la zona ventricular hacia la zona
marginal, esta coordinada por proteinas proneurales. Esas proteinas, finalmente
controlan la expresion de determinantes de identidad neuronal y la consecuente
adquisicion de caracteristicas neuronales especificas (Figura 4, Ge et al, 2006;
Guillemot, 2007; Jessell, 2000).

Proteinas de ___ Proteinas Proteinas
patterning Progenitoras Proneurales

Identidad  Eleccién de  Especificacion  Diferenciacion :fﬁggi Secte

posicional  tipo celular e subtipo neurenal o s s

Figura 4. Proteinas que controlan la diferenciaciéon neuronal.

El proceso de generacion de una neurona a partir de un progenitor indiferenciado requiere de la accién
secuencial de numerosas proteinas cumpliendo mas de una funcién. Las proteinas proneurales son
responsables de la neurogénesis o diferenciacién neuronal (por lo que recibieron su nombre) y también
participan de la especificacion de subtipo (adaptado de Guillemot, 2007).

Las proteinas proneurales Neurogi-3, Ascl1 y Atoh1 son factores de transcripcion
activadores, miembros de la familia bHLH (basic Helix Loop Helix). Han demostrado ser
necesarios y suficientes para la generacion de neuronas a partir de progenitores
indiferenciados tanto in vivo como in vitro (Arlotta et al., 2014; Bertrand et al., 2002;
Guillemot, 2007; Imayoshi et al., 2014). Esas proteinas inducen la neurogénesis
actuando sobre distintos blancos: (a) activan la diferenciacion de algunos progenitores y
previenen la de las células vecinas a través de la via de Notch (Artavanis-Tsakonas et al.,
1999; Bertrand et al., 2002; Fortini, 2009; Ge et al., 2006), (b) promueven la salida del
ciclo celular inhibiendo los genes Sox1-3 y activando inhibidores del ciclo (Bertrand et al.,
2002; Guillemot, 2007), (c) inducen la migracion y la expresion de otros factores de
transcripcién importantes en la consolidacion de la identidad neuronal (Bertrand et al.,
2002; Guillemot, 2007; Rowitch, 2004; Rowitch et al, 2010), y (d) inhiben la
diferenciacién en astrocitos mediante el secuestro de complejos transcripcionales
gliogénicos y la inhibicion de la via Jak/Stat (Guillemot, 2007; Imayoshi et al., 2014).
Ademas de esa funcion neurogénica clasica, se observo que distintas proteinas
proneurales influyen sobre la especificacion de destino. Mediante experimentos de
sobreexpresién ectépica se encontré que la ganancia de funcién de genes proneurales

altera los planes de diferenciacion preestablecidos para una regién, imponiendo destinos
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particulares asociados al gen sobrexpresado (Figura 4). Asi se demostré que la
expresion de Ascl1, por ejemplo, induce la generacion de neuronas GABAérgicas en el
telencéfalo ventral, mientras que la diferenciacion de las neuronas glutamatérgicas
dorsales depende de Neurog1-2 (Fode et al., 2000; Imayoshi et al., 2014; Schuurmans et
al., 2002).

El patron de expresion de los genes proneurales estda determinado espacialmente por
represiones cruzadas entre ellos y por la actividad de los genes de patterning. La
capacidad de las proteinas proneurales de unirse al DNA, a través de la regién basica del
dominio bHLH, depende de la formaciéon de heterodimeros con proteinas E (E12, E47,
HEB o E2-2 en mamiferos) mediados por el dominio HLH (Bertrand et al., 2002;
Guillemot, 2007). Adicionalmente, la actividad de esas proteinas es regulada a multiples
niveles. Las proteinas bHLH inhibitorias Hes y Hey, efectores de la sefalizacion por
Notch, regulan negativamente la expresion de Ascl1 y Neurog2. Por otro lado, las
proteinas Id (por Inhibit differentiation), dependientes de sefalizacidon por Bmp, actuan
secuestrando a las proteinas E, y antagonizando a las proteinas proneurales (Imayoshi et
al., 2014; Imayoshi et al., 2008).

ESPECIFICACION NEURONAL

En la seccion anterior se revisd brevemente el desarrollo de la médula espinal y la
diferenciacién neuronal. En este apartado se discuten los mecanismos detras de la
especificacion de subtipos de neuronas, en particular en la médula espinal ventral, de

interés para esta tesis.

Mecanismos espaciales — Diversidad en el eje dorso-ventral

Como se sefiald anteriormente, los progenitores estan expuestos a gradientes de
morfégenos a lo largo del eje dorso-ventral. La combinacion y concentracion de senales
qgue recibe un progenitor determina su identidad posicional y condiciona el tipo de
neurona que generara posteriormente. En las ultimas décadas se ha alcanzado una
comprension detallada de cémo los gradientes de morfégenos son interpretados vy
traducidos en el establecimiento de los distintos dominios progenitores. Esos dominios
son grupos de progenitores restringidos espacialmente que expresan una combinacion

de factores de transcripcion especifica. Si bien parte de la légica transcripcional fue
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descripta hace muchos afos (Briscoe et al., 2001; Briscoe et al., 2000; Ericson et al.,
1996; Ericson et al., 1997; Goulding et al., 2000; Jessell, 2000; Jessell et al., 1996;
Roelink et al., 1995) existen avances recientes que desentrafian el complejo proceso de
interpretacion de un gradiente (Balaskas et al., 2012; Dessaud et al., 2010; Kicheva et al.,
2015).

Interpretacion del gradiente de Shh

El gradiente dinamico de Shh presenta componentes espaciales y temporales, donde la
integracion de los niveles y el tiempo de exposicion determinan la activacion de redes
transcripcionales (Balaskas et al., 2012; Briscoe et al., 2001; Briscoe et al., 2015;
Dessaud et al., 2010; Jessell, 2000; Kicheva et al., 2015; Stamataki et al., 2005). Ese
gradiente de actividad es traducido e interpretado en la activacion y represion de factores
de transcripcion, que resulta en territorios de expresion restringidos dorso-ventralmente y
definen los dominios de progenitores. Los factores de transcripcion que actuan en ese
paso son las proteinas que contienen homeodominio de las familias Nkx, Pax, Irx y Dbx,
y la proteina con dominio bHLH Olig2 (Figura 5, Briscoe et al., 2001; Briscoe et al., 2000;
Guillemot, 2007; Jessell, 2000).

Shh controla la actividad de los factores de transcripcion Gli, que pueden presentar
variantes activadoras (GliA) o represoras (GliR) segun los niveles del morfégeno. De esa
manera, el gradiente de Shh se convierte en dos gradientes opuestos de actividades GliA
y GIiR (Briscoe et al, 2001; Jessell, 2000; Oosterveen et al., 2012). Existen dos
mecanismos distintos para la sefalizacion de Shh: local o de largo alcance. Para la
expresion de los blancos mas ventrales, mas proximos a la fuente de Shh, la actividad
GliA es responsable de la induccion. Por otro lado, genes con territorios de expresion
mas dorsales necesitan la des-represion de las proteinas GliR para expresarse (Cohen et
al., 2013; Litingtung et al., 2000; Oosterveen et al., 2012; Persson et al., 2002). Se ha
propuesto que diferencias en la afinidad de los sitios de union a Gli en las regiones
regulatorias de los genes de patterning subyacen a la interpretacion del gradiente de Shh
y explican las restricciones dorso-ventrales en los dominios de expresion. Los genes que
requieren activacion presentan sitios de mayor afinidad, mientras que los genes de
expresion distal, que dependen de la des-represion por GliR, presentan sitios de menor
afinidad (Cohen et al., 2013; Oosterveen et al., 2012; Peterson et al, 2012). Sin

embargo, ese no parece ser el unico mecanismo de interpretacion del gradiente.

Los elementos regulatorios de los genes de patterning presentan, ademas, sitios de

union de proteinas panneurales (de la familia SoxB1) que se expresan uniformemente en
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la zona ventricular. Esos sitios poseen una activacion independiente de Shh/Gli y otorgan
contexto neural a la activacion de Shh, al mismo tiempo que contribuyen a establecer el
umbral de GliA/GliR necesario para la transcripcion (Briscoe et al., 2015; Cohen et al.,
2013; Oosterveen et al., 2012; Oosterveen et al., 2013; Peterson et al., 2012).
Adicionalmente, los factores de transcripcion se regulan mutuamente mediante
represiones cruzadas (como la interaccion del par Pax6 y Nkx2-2, Figura 5B, Briscoe et
al., 2000; Briscoe et al., 1999; Ericson et al., 1997) que contribuyen a definir el territorio

de expresion de un gen y a establecer limites precisos entre dominios.

A ) B ) C ) Neuronas
Gradiente de Shh Genes de pafterning Progenitores postmitdticas
1 =T | 1 I 11 1
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Figura 5. Especificacion de neuronas espinales ventrales.

A) Gradientes opuestos de morfégenos definen el patterning dorso-ventral y el establecimiento de
dominios progenitores. En la medula espinal ventral, Shh es el morfégeno mas relevante. B) El
gradiente de Shh se traduce en dos gradientes opuestos del factor de transcripcion Gli activador (GliA)
y Gli represor (GliR). Distintos niveles de actividad Gli (dependiente de Shh) activan y reprimen la
expresién de los genes de patterning. La expresion de esos genes depende de la combinacion de tres
factores: el balance de actividad GliA/GliR Shh dependiente, la actividad de genes panneuronales de la
familia SoxB1 (que aporta contexto neuronal y ayuda a establecer el umbral de actividad Gli) y la
represion cruzada entre los genes de patterning (Nkx2-2/Pax6, por ejemplo). C) La combinacion
particular de genes de patterning que se expresa en distintas posiciones en la médula espinal ventral,
determina el establecimiento de dominios de progenitores a lo largo del eje dorso-ventral (p0-p3 y
pMN), que dan origen a poblaciones postmitéticas de interneuronas (V0-V3) y motoneuronas (MN)
identificadas por la expresiéon de marcadores moleculares. pp, placa del piso; ZV, zona ventricular; ZM,
zona del manto (Figura adaptada de Jessell, 2000).

Finalmente, la interpretacion del gradiente y de la identidad posicional de los progenitores
es impartida, a nivel transcripcional, por el balance de la actividad GliA/GliR, dependiente
de Shh, la activaciéon por proteinas SoxB1, y las represiones cruzadas entre los propios
genes de patterning (Figura 4, Briscoe et al., 2015; Cohen et al., 2013; Oosterveen et al.,
2013). Esas redes transcripcionales otorgan robustez a la interpretacion del gradiente

frente a fluctuaciones de la sefal, y se ha propuesto que presentan histéresis (memoria)
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que permite el mantenimiento del patterning aun ante la declinaciéon del gradiente de la

proteina inductora (Briscoe et al., 2015; Cohen et al., 2013; Kicheva et al., 2015).

Dominios de progenitores ventrales

La expresion combinada de los genes de patterning define poblaciones discretas de
progenitores en la zona ventricular a lo largo del eje dorso-ventral (Briscoe et al., 2001;
Jessell, 2000). Temprano en el desarrollo (estadios embrionarios E9.5-E12.5 en el
embridn de raton) el tubo neural atraviesa la fase neurogénica, cuando los progenitores
de cada uno de los cinco dominios ventrales proliferan y dan origen a distintas
poblaciones postmitéticas de neuronas. Los dominios ventriculares p0, p1, p2 y p3
producen las interneuronas ventrales VO, V1, V2 y V3 respectivamente, y el dominio de
progenitores pMN genera las motoneuronas (Figura 5C, Briscoe et al., 2001; Goulding et
al., 2000; Jessell, 2000). Cada uno de esos grupos neuronales embrionarios se
caracteriza por la expresion de marcadores moleculares, el fenotipo neurotransmisor y un
patron estereotipado de migracion y proyeccion axonal. En los ultimos anos, se ha
demostrado que cada grupo neuronal cumple funciones definidas y esenciales en los
circuitos espinales que controlan la actividad motora (Crone et al., 2008; Dougherty et al.,
2013; Gosgnach et al., 2006; Goulding, 2009; Lanuza et al., 2004; Talpalar et al., 2013;
Zhang et al., 2014; Zhang et al., 2008).

Diversidad adicional en dominios de progenitores — El dominio p2

A pesar de que el patterning del tubo neural es una fuente importante de diversidad
celular en la médula espinal, existen mecanismos adicionales que operan dentro de los
dominios de progenitores y expanden la variedad de tipos neuronales. Ese
enriquecimiento genera el complejo arreglo de subtipos neuronales que asegura el
control motor (Goulding, 2009; Goulding et al., 2002; Guillemot, 2007; Jessell, 2000). Por
ejemplo, el dominio de progenitores p0, genera las interneuronas inhibitorias VOp,
glutamatérgicas VOv (Lanuza et al., 2004; Pierani et al., 2001), y las interneuronas Pitx2+*
glutamatérgicas y colinérgicas (VOg y VOc, Zagoraiou et al., 2009).

Por otro lado, el dominio p2 de progenitores genera al menos 5 subtipos de neuronas
diferentes, siendo las clases V2a y V2b las mejor estudiadas. Las interneuronas V2a son
neuronas glutamatérgicas que expresan los factores de transcripcion Chx10, Sox14 y
Lhx3 (Briscoe et al., 2000; Crone et al., 2008; Hargrave et al., 2000), y las V2b inhibitorias
(GABAEérgicas/glicinérgicas) expresan Scl, Gata2 y Gata3 (Karunaratne et al., 2002; Li et
al., 2005; Lundfald et al., 2007; Zhang et al., 2014; Zhou et al., 2000). En los ultimos
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anos, ademas, se han agregado las neuronas V2c y V2d (Dougherty et al., 2013;
Francius et al., 2013; Li et al., 2010; Panayi et al., 2010; Panayiotou et al., 2013). Por
ultimo, resultados recientemente publicados de nuestro laboratorio muestran que el
dominio p2 tardio es la principal fuente de las neuronas del canal central (ver mas

adelante, Petracca et al., 2016).

Hasta el momento, se ha encontrado que las subpoblaciones de neuronas V2 cumplen
funciones diferentes dentro de los circuitos motores generadores de patrones centrales
(CPG) que coordinan la actividad locomotora (Goulding, 2009; Kiehn, 2006; Kiehn et al.,
2003). Las interneuronas V2a excitatorias, junto con neuronas VO, activan vias
comisurales que controlan la alternancia izquierda-derecha de los miembros (Crone et
al., 2008; Lanuza et al., 2004), mientras que la actividad inhibitoria de las neuronas V2b y
V1 permite la inhibicion reciproca entre pares musculares flexor-extensor (Zhang et al.,
2014). Por otro lado, las interneuronas excitatorias V2d (junto con un subgrupo de
neuronas dI5) podrian estar involucradas en la generacién de ritmos en los CPG
(Dougherty et al., 2013).

La diferenciacion de clases neuronales distintas a partir de progenitores p2 comunes ha
sido foco de investigacion de varios grupos. Se ha demostrado que ese fenémeno
depende de decisiones binarias mediadas por la via de senalizacion de Notch (Del Barrio
et al., 2007; Kimura et al., 2008; Peng et al., 2007). De manera estocastica, aunque
dependiente del factor de transcripcion Foxn4, algunos progenitores p2 expresan el
ligando Delta like 4 (DIl4), que activa la via de Notch en las células vecinas (Artavanis-
Tsakonas et al., 1999; Fortini, 2009). En consecuencia, se establecen dos linajes
diferentes: las células que expresan el ligando DIll4 generan las interneuronas V2a,
mientras que las células vecinas, en las cuales se activa la via Notch, se diferencian en
las neuronas V2b (Del Barrio et al., 2007; Joshi et al., 2009; Kimura et al., 2008; Li et al.,
2005; Peng et al., 2007; Rocha et al., 2009; Yang et al., 2006).

La contribucion temporal a la diversidad neural

Como se describid hasta ahora, los gradientes de morfégenos y el establecimiento de
dominios de progenitores dan cuenta de la contribucién espacial a la generaciéon de
diversidad en el tubo neural. Sin embargo, existe también un importante componente

temporal.
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El componente temporal en la especificacion de subtipo

En algunos casos, la generacion de distintos tipos de neuronas a partir de un grupo de
progenitores depende de un componente temporal. Los ejemplos paradigmaticos del
control temporal de la identidad neuronal son la neurogénesis en la retina y en la corteza
cerebral. En la corteza, las neuronas de proyeccion que ocupan cada capa se generan
secuencialmente de “adentro hacia afuera”, de manera que las neuronas de la capa VI,
mas profundas, se generan antes que las de las capas |-V, mas superficiales (Molyneaux
et al., 2007; Rakic, 1988). En la retina existe un orden conservado de generacion de los
distintos tipos neuronales, donde las células ganglionares, horizontales y conos se
generan en una primera etapa, seguidas por las células amacrinas y finalmente por los

bastones, células bipolares y células de Muller (Cepko, 2014; Livesey et al., 2001).

Si bien no existen ejemplos tan contundentes en la médula espinal, se pueden mencionar
algunos casos en los que el momento de la neurogénesis contribuye a generar
diversidad. Los dominios de progenitores dorsales dp1-dp6 generan primero (entre los
estadios E10-E11.5) las interneuronas dl1-6. Entre E12-E14, los progenitores dorsales se
dedican a producir dos tipos de interneuronas tardias, las dILA y dILB, que se distinguen
por la expresion de Lbx1 y distintos patrones migratorios (Gross et al., 2002; Muller et al.,
2002; Wildner et al., 2006). Por otro lado, en el dominio ventral p1 se generan las células
de Renshaw y las interneuronas de inhibicion reciproca de manera separada en el
tiempo, diferenciandose las células de Renshaw entre los estadios E9-E10, antes que los
otros tipos neuronales V1 (Sapir et al., 2004; Stam et al., 2012). Por ultimo, el concepto
de heterogeneidad y génesis temporal de oligodendrocitos y astrocitos ha comenzado a
ser estudiado mas recientemente (Bayraktar et al., 2015; Rowitch et al., 2010). En el caso
de los oligodendrocitos se ha encontrado que los generados en estadios embrionarios
tempranos (E13.5), tardios (E16.5) o postnatales, expresan distintos marcadores y
cumplen, potencialmente, funciones diferentes. Esas evidencias demuestran que en la
médula espinal existe un componente temporal que contribuye a la generacion de

diversidad celular.

Las neuronas del canal central, introducidas brevemente en la seccidn anterior,
constituyen otro ejemplo de ese fendmeno ya que se generan mas tardiamente que el
resto de las neuronas espinales. Ese proceso fue recientemente identificado en nuestro

laboratorio y los mecanismos genéticos de su diferenciacion son abordados en esta tesis.
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Fases neurogénica y gliogénica del desarrollo

La diferenciacion celular en el tubo neural estd separada en dos fases claras.
Experimentos de pulso y caza han demostrado que el desarrollo de las neuronas precede
al de células gliales (Figura 6A, Altman et al., 1984; Rowitch, 2004). Los progenitores del
tubo neural caudal atraviesan, en los estadios E9.5-E12.5, una etapa neurogénica en la
que se generan las neuronas de la médula espinal (Figura 6B). A continuacion,
comenzando aproximadamente en E13, comienza la produccion de astrocitos vy

oligodendrocitos (Bayraktar et al., 2015; Rowitch et al., 2010).

Durante la fase gliogénica, la produccion de distintos tipos gliales, astrocitos y
oligodendrocitos, sigue un arreglo dorso-ventral similar al que dio origen a las clases de
neuronas. Los oligodendrocitos se originan del dominio pOL (oligodendrogénico,
anteriormente pMN), junto con los dominios dorsales dp3-dp6 (Cai et al., 2000; Fogarty et
al., 2005; Richardson et al., 2006; Rowitch et al., 2010; Vallstedt et al., 2005; Zhou et al.,
2002), mientras que los astrocitos se generan a lo largo de todo el neuroepitelio dorso-
ventral (Rowitch et al., 2010). Recientemente, se ha identificado que los dominios
ventrales p0-p3 producen los subtipos de astrocitos ventrales VAO-VA3 con funciones y
marcadores moleculares diferentes (Figura 6C, Hochstim et al., 2008; Molofsky et al.,
2014; Muroyama et al., 2005; Rowitch et al., 2010; Tsai et al., 2012). Finalmente, los
progenitores ventrales (fundamentalmente del pOL y p2) remanentes se convierten en
ependimocitos que recubren el canal central (sistema ventricular a nivel de la médula
espinal, Fu et al., 2003; Spassky et al., 2005; Yu et al., 2013).

Esa secuencia refleja un cambio de competencia en las células de la zona ventricular vy,
al igual que para la corteza, aun no se ha esclarecido si progenitores individuales son
capaces de generar secuencialmente todos los tipos celulares. Mediante andlisis clonales
se ha propuesto la existencia de progenitores multipotentes que generan primero
neuronas y luego glia. Sin embargo, otros estudios sugieren la existencia simultanea de

progenitores restringidos a un unico tipo celular (Bayraktar et al., 2015; Rowitch, 2004).

Ese switch neurogénico-gliogénico ha sido estudiado y se ha demostrado la actividad
conjunta de distintos mecanismos (Rowitch et al., 2010). En primer lugar se identificé que
los genes proneurales Neurog2 y Ascl1 se regulan negativamente justo antes del inicio
de la gliogénesis (Nieto et al., 2001; Zhou et al., 2001). Se ha descripto también que la
via de kinasas Jak/Stat regula el cambio de competencias, donde las neuronas
generadas en primer lugar producen la citoquina CT-1, que activa en los progenitores la

transcripciéon de proteinas gliales como Gfap y S100p3 (Barnabe-Heider et al., 2005; Miller
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et al., 2007). Esa via interactua a su vez con las vias de Notch y Bmp para inhibir la
neurogénesis y promover la diferenciacion glial. Adicionalmente, es posible que la via de
Notch también cumpla funciones instructivas a través del uso de ligandos especificos
(Namihira et al., 2009; Park et al., 2003; Pierfelice et al., 2011; Rabadan et al., 2012).
Finalmente, se ha identificado la participacion de factores de transcripcion progliales que
inducen activamente la diferenciacion glial, como Sox9 y Nfia. Esto se evidencia en
animales deficientes para Sox9, en los que no se generan astrocitos ni oligodendrocitos,
y distintas poblaciones de neuronas se ven aumentadas debido a la prolongacién de la
fase neurogénica (Deneen et al., 2006; Kang et al., 2012; Stolt et al., 2003).

Neurogenesis Gliogenesis
|
W | : Gl b : Pt =
E9.5 El25 E135 E19.5
Nacimienio
B Progenitores Neuronas C Progenitores Cél. gliales
tempranos postmitoticas tardios  posimitoticas

@ PLP, MBP,
APC
0_ SLIT1

E13 - Postnatal

E10-E12

Figura 6. Cronologia del desarrollo neural en el ratén.

A) La gestacion en el raton es de aproximadamente 20 dias desde el momento de la fecundacion
(estadio embrionario 0, EO). La fase neurogénica se inicia ~E9.5 y prosigue hasta ~E12.5.
Posteriormente tiene lugar la gliogénesis, inicidandose ~E12.5 hasta estadios postnatales tempranos.

B) Durante la fase neurogénica, los dominios tempranos de progenitores ventrales (p0-p3 y pMN) dan
origen a poblaciones de interneuronas (V0-V3) y a motoneuronas (MN). C) Mas tardiamente, en la fase
gliogénica, los mismos dominios de progenitores son reutilizados para generar distintos tipos de células
gliales. El dominio de progenitores pOL genera oligodendrocitos (PLP*, MBP*, APC*), y los dominios de
progenitores p1, p2 y p3 generan tres subtipos de astrocitos ventrales (VA): VA1 (Reelin*), VA2
(Reelin*,Slit1*) y VA3 (Slit1*), respectivamente (Figura adaptada de Rowitch et al., 2010).

Experimentos de nuestro laboratorio (discutidos en detalle mas adelante, Petracca et al.,
2016) desafian la nocion de las fases exclusivas neuro y gliogénica. Como ya se
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menciond, hemos demostrado la existencia de un evento neurogénico en estadios
sorprendentemente avanzados, durante la etapa en que se asumia solo se producen

células gliales.

EVENTOS NEUROGENICOS TARDIOS

Contrario a lo descripto en la literatura, que definia la etapa avanzada del desarrollo
espinal como no-neurogénica, identificamos un evento neurogénico en la médula espinal
tardia, que ocurre simultaneamente con la produccion de astrocitos, oligodendrocitos y
celulas ependimarias. Mediante experimentos de pulso y caza, sumados al uso de
marcadores especificos, se determind que se trata de las Neuronas que contactan con el
Fluido Cerebroespinal (CSF-cN), que aparecen tardiamente y se posicionan alrededor
del canal central. Su ubicacion estratégica en la interfase entre el fluido cerebroespinal
(CSF) y el SNC, y su alto grado de conservacion en los cordados, convierte a las CSF-cN
en una poblacion neuronal sumamente interesante. Ademas, su origen en estadios
avanzados del desarrollo supone una pregunta intrigante respecto de los mecanismos
capaces de inducir diferenciaciéon neuronal e inhibir la generacion de glia y ependimocitos
en esa etapa. En ese contexto, nos dispusimos a estudiar los mecanismos genéticos de

la diferenciacion de las CSF-cN en la médula espinal de raton.

Las Neuronas que contactan con el Fluido Cerebroespinal (CSF-cN)

Las CSF-cN forman parte del denominado sistema de neuronas que contactan con el
CSF, descripto hace mas de un siglo (Vigh et al., 2004). EI CSF presente en los
ventriculos y el canal central, estd asociado al drenaje de productos de desecho,
amortiguacion y proteccion del SNC, entre otras funciones (Brodbelt et al., 2007; Lun et
al., 2015). La mayoria de las neuronas del SNC se encuentran aisladas del CSF por el
epitelio ependimario que recubre las cavidades (Bruni, 1998; Del Bigio, 1995; Fu et al.,
2003). Sin embargo, inmersas en ese epitelio ependimario existen neuronas que tienen
contacto directo con el fluido cefalorraquideo. La primera descripcion de esa clase de
neuronas fue realizada por Landolt en el siglo XIX en la retina de anfibios (Landolt, 1871;
Vigh et al., 2004). Posteriormente, a principios del siglo XX, se identificaron neuronas en
contacto con el CSF a nivel del cuarto ventriculo y canal central, las denominadas
CSF-cN espinales (Agduhr, 1922; Kolmer, 1921; Studnicka, 1900). Esas neuronas se

encuentran extensamente conservadas en todos los cordados estudiados (Figura 7),
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incluyendo cefalocordados (anfioxos, Vigh et al., 1998), ciclostomados como lamprea
(Vigh-Teichmann et al., 1980) y mixinos (Vigh et al., 1992), peces cartilaginosos (Raja
clavata, Vigh, 1983), peces 0seos (teledsteos como el pez cebra-Danio rerio, Vigh, 1977)
y multiples especies de tetrapodos: anfibios, aves, reptiles y mamiferos desde roedores
hasta primates (Dale et al., 1987b; Djenoune et al., 2014; LaMotte, 1987; Vigh et al.,
1977). En honor a los dos cientificos que contribuyeron a su identificacion en anfibios y
peces, se las conoce como neuronas Kolmer-Agduhr (KA, Xenopus laevis 'y Danio rerio,
Dale, 1987).

b |Pkd2l1 Gata2

Figura 7. Las Neuronas que contactan con el CSF (CSF-cN).

A) Las CSF-cN espinales estan presentes en distintas especies de vertebrados no amniotas, entre ellas
en la carpa (Cyprinus carpio). La flecha sefala una célula contactando el canal central (cc), coloreada
en verde, en una micrografia electrénica (adaptado de Vigh-Teichmann et al., 1974). B) Las CSF-cN
espinales también han sido descriptas en vertebrados amniotas como el ratén. En la micrografia
electrénica, se observa una CSF-cN coloreada en verde (adaptado de Vigh-Teichmann et al., 1983).
C-E) Las CSF-cN expresan el canal ionico Pkd2l1 y el factor de transcripcion Gata2. Secciones
transversales de médula espinal de raton tefidas con anticuerpos contra Pkd2l1 y GFP en animales
Gata2°"" en estadio perinatal (PO, C-D) o postnatal 14 (P14, E). En azul en E, Hoechst tifie los nucleos
del epéndima. Se destaca la ubicacion subependimal de las CSF-cN y la extension de un proceso a
través del epéndima que culmina con un ensanchamiento en contacto con el CSF (B, D-E). Las
CSF-cN’, mas dorsales, se posicionan laterales al canal central, mientras que las CSF-cN” se ubican
ventrales al mismo (C, C-E adaptados de Petracca et al., 2016).

En roedores, las CSF-cN presentan sus somas en posiciéon inter o subependimal y
extienden una proyeccion de naturaleza dendritica (MAP2+, Orts-Del'lmmagine, 2014)
que culmina con un engrosamiento en contacto con el CSF (Figura 8, Marichal et al.,
2009; Orts-Del'lmmagine et al., 2014; Stoeckel et al., 2003; Vigh et al., 1971). Mediante
inmunohistoquimica se demostrd, en todas las especies analizadas, que las CSF-cN son
GABAérgicas (Christenson et al., 1991; Dale et al., 1987b; Djenoune et al., 2014; Harper
et al., 1993; Petracca et al., 2016; Stoeckel et al., 2003). Adicionalmente, analisis de
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expresion y electrofisioldgicos realizados en nuestro y otros laboratorios, arrojaron que
las CSF-cN son una poblacién con caracteristicas de neuronas inmaduras (Marichal et
al., 2009; Orts-Del'lmmagine et al., 2014; Petracca et al., 2016; Russo et al., 2004;
Sabourin et al., 2009; Stoeckel et al., 2003)

A pesar de haber sido descriptas hace muchos anos, las funciones de las CSF-cN recién
estan empezando a ser esclarecidas. Su ubicacion en la interfase entre el CSF y el SNC
ha sugerido funciones relacionadas con la deteccion de distintos tipos de sefales. En
primer lugar, han sido asociadas a funciones mecanorreceptoras. El proceso dendritico
de las CSF-cN, en contacto con el CSF, esta cubierto por un numero variable de
estereocilias y un cilio largo mévil (Orts-Del'lmmagine et al., 2014; Vigh et al., 2004; Vigh
et al., 1998), que le permitiria monitorear cambios en la presion o el flujo del CSF
(Kolmer, 1921; Vigh et al., 2004). En lamprea y otros organismos, se ha propuesto a las
CSF-cN como detectoras del movimiento y moduladoras de los circuitos locomotores
(Christenson et al., 1991; Grillner, 1985; Jalalvand et al., 2016; Jalalvand et al., 2014).
Mas recientemente, en el pez cebra se identificd que las CSF-cN modulan la locomocién
en estadios larvales a través de circuitos locales con las interneuronas excitatorias VOv
(Fidelin et al., 2015; Wyart et al., 2009).

Se han propuesto también para esas neuronas funciones quimiosensoras (Vigh et al.,
2004). Se identifico que las CSF-cN expresan el canal cationico Pkd2l1 (Policystic kidney
disease 2 like 1, Figuras 8C-E, Huang, 2006), componente de los receptores gustativos
de la lengua sensibles al pH (Huang et al., 2006; Inada et al., 2008; Ishimaru et al., 2006;
Kawaguchi et al., 2010; Orts-Delimmagine et al, 2012; Shimizu et al., 2009). La
expresion de ese receptor sugiere que las CSF-cN podrian estar monitoreando la calidad
del CSF. En concordancia con esa hipétesis, se demostré que esas neuronas responden
a cambios en pH y osmolaridad (Huang et al., 2006; Orts-Del'immagine et al., 2012), y
que las corrientes de los canales Pkd2l1 son capaces de generar potenciales de accion
en esas neuronas (Orts-Del'lImmagine et al., 2016). Resultados recientes sugieren que
las CSF-cN de lamprea son neuronas sensoriales bimodales, en las que coexisten

ambas modalidades (Jalalvand et al., 2016).

Ontogenia de las CSF-cN

Como se describio anteriormente, en nuestro laboratorio se demostré que las CSF-cN
son una poblacion de neuronas de origen ventral que se genera tardiamente en la

médula espinal del ratén y el pollo (Figura 9B, Kutna et al., 2014; Petracca et al., 2016).
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En el embridén murino, las primeras CSF-cN surgen en E14.5 a partir de progenitores que
proliferan entre E13-E14.5, durante la fase gliogénica (E12.5-postnatal) y posterior a la
diferenciacion de todas las interneuronas espinales (E9.5-E12.5, Altman et al., 1984;
Guillemot, 2007; Jessell, 2000). EI desarrollo llamativamente tardio de las CSF-cN en
rata, ratén y pollo, se opone a lo descripto para otras especies no amniotas como el pez
cebra y Xenopus, donde las CSF-cN (neuronas KA) se generan simultaneamente con
motoneuronas e interneuronas, antes del desarrollo de precursores gliales (Binor et al.,
2001; Dale et al., 1987a; Park et al., 2004; Schafer et al., 2007; Seredick et al., 2014;
Yang et al., 2010; Yeo et al., 2007).

Adicionalmente, encontramos que esas neuronas expresan los factores de transcripcién
Gata2 y Gata3, también expresados por las neuronas CSF-cN/KA en pez cebra (Figuras
7C-E, Yang et al., 2010).

A B C
E10-E12 E14-E16 PO
CSF-cN’
Vo Astrocitos oc
v o
[p2] (-p2] CSF-cN’ Kl
VZaIb @ Pkd112+
3
Qligodendrocitos CSF-cN”
MN CSF-cN”
V3

Figura 8. El desarrollo de las CSF-cN en la médula espinal ventral.

A) Esquema de la médula espinal E10-E12, con los dominios de progenitores ventrales que dan origen
a motoneuronas e interneuronas V0-V3 a lo largo del eje dorso-ventral. El dominio p2 temprano genera
las interneuronas V2a/b, entre otras, marcadas en azul. B) Diagrama de la médula espinal ventral E14-
E16 mostrando la diferenciacién de las CSF-cN junto con astrocitos y oligodendrocitos. La mayoria de
las CSF-cN nacen de progenitores tardios del dominio p2 y de la porcién dorsal del dominio pOL. Una
proporcién menor de las CSF-cN surge de progenitores en la frontera con la placa del piso (pp). C) Los
dominios p2/pOL contribuyen con las CSF-cN’ que se ubican laterales al canal central (cc), mientras
que del limite entre el dominio p3 y la placa del piso se generan las CSF-cN”, ventrales al canal. Las
dos poblaciones se diferencian por su ubicacion, origen, mecanismos genéticos de desarrollo y
propiedades fisioldgicas (adaptado de Petracca et al., 2016).

Las CSF-cN en la médula espinal del ratdon se originan a partir de dos fuentes diferentes
de progenitores y cada uno de ellos contribuye con un subgrupo de CSF-cN (Figura 8,
Petracca et al., 2016). El origen dual de las CSF-cN en el ratén guarda similitud con su
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origen en pez cebra (Djenoune et al., 2014; Park et al., 2004; Schafer et al., 2007;
Seredick et al., 2014; Yang et al., 2010; Yeo et al., 2007):

- ElI 80% de las CSF-cN se genera a partir de progenitores del dominio p2 y de la
mitad dorsal del pOL (Nkx6-1*,Pax6*), y reciben el nombre de CSF-cN’, de

ubicacion lateral al canal central;

- EI 20% de las CSF-cN es producido por progenitores del dominio p3, en la frontera
con la placa del piso (Nkx6-1*,Nkx2-2+,Foxa2*), y son denominadas CSF-cN”’,

localizadas ventrales al canal central.

El origen tardio de esas neuronas implica mecanismos duales, que inducen la produccion
de neuronas, y previenen la especificacion gliogénica o ependimaria. Ademas, sugiere
gue los mecanismos que median la diferenciacion de las CSF-cN serian diferentes entre
amniotas y no amniotas, debido al desarrollo temprano de las CSF-cN en ese ultimo

grupo (ej: pez cebra 'y Xenopus).

En ese contexto el objetivo de esta tesis es determinar la regulacion genética detras de la
neurogénesis tardia de las CSF-cN en la médula espinal del raton (como modelo de

especie amniota).

AscL1, GATA2/3 Y LA ESPECIFICACION DE LAS CSF-CN

La identidad celular es producto de la interaccién entre factores extrinsecos e intrinsecos,
que culminan en redes transcripcionales que definen un destino. En esta tesis se estudia
la participacion de los factores de transcripcion Ascl1 y Gata2/3 en la especificacion de
las CSF-cN. A partir de la observacion de su patron de expresion, postulamos a la
proteina proneural Ascl1 como reguladora de la neurogénesis tardia en la médula
espinal. Por otra parte, estudios previos del laboratorio revelaron que los factores de
trascripcion Gata2 y Gata3 se expresan en las CSF-cN, sugiriendo un rol en su
especificacion.

El factor de transcripcion proneural Ascli

La proteina proneural Ascl1 (Achaete Scute Complex like 1) fue identificada en el ratén
por su homologia con el complejo proneural Achaete Scute Complex de Drosophila
melanogaster (Johnson et al., 1990). Durante el desarrollo embrionario de roedores y
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aves, Ascl1 se expresa en progenitores restringidos del SNC y, a nivel de la médula
espinal, en la mitad dorsal y en el dominio de progenitores ventrales p2 (Guillemot et al.,
1993a; Lo et al, 1991; Parras et al., 2002). En individuos adultos se mantiene en
regiones que conservan capacidad neurogénica, como el giro dentado del hipocampo
(Andersen et al., 2014; Parras et al., 2004). El estudio de los mutantes nulos de Ascli
detectd defectos en el SN auténomo y en el epitelio olfatorio (Guillemot et al.,, 1993b),
ademas de neurogénesis alterada que se manifiesta por la retencion de progenitores en
la zona ventricular y la diferenciaciéon descoordinada (Casarosa et al., 1999; Helms et al.,
2005). Por otro lado, la expresion forzada de Ascl1 es capaz de inducir la diferenciacion
en neuronas a partir de fibroblastos, pericitos o astrocitos en experimentos de
reprogramacion in vitro e in vivo (Arlotta et al., 2014; Karow et al., 2012; Torper et al.,
2013; Vierbuchen et al., 2010).

Adicionalmente, Ascl1 funciona como determinante de la especificacion de algunos tipos
celulares, en los que su expresion controla la adquisicion de identidad. Por ejemplo, la
expresion de Ascl1 induce la generacién de neuronas GABAérgicas en el telencéfalo
ventral y en el cerebelo (Fode et al., 2000; Grimaldi et al., 2009; Parras et al., 2004). Por
otra parte, Ascl1 es un importante determinante de la identidad noradrenérgica en el
sistema nervioso periférico (SNP), de las neuronas serotoninérgicas y de las
interneuronas espinales dI3, dI5 y dILA/B (Helms et al., 2005; Kriks et al., 2005;
Mizuguchi et al., 2006; Pattyn et al., 2004; Wildner et al., 2006). Esas funciones en la
especificacion neuronal son propias de Ascl1 y no son rescatadas por otras proteinas
proneurales (Jacob et al., 2009; Parras et al., 2002; Wildner et al., 2006).

Experimentos de mapeo de destino demostraron que Ascl1 también se expresa en
progenitores gliales (Battiste et al., 2007; Nakatani et al., 2013; Vue et al., 2014). Al igual
que en otras regiones del SN (Parras et al., 2004), Ascl1 se encuentra asociado a los
linajes de astrocitos dorsales y oligodendrocitos que se producen en el cordon espinal a
continuacioén de la etapa neurogénica (Sugimori et al., 2007; Sugimori et al., 2008; Vue et

al., 2014). Su funcion en el proceso astro/oligodendrogénico aun no ha sido esclarecida.

Mediante experimentos de inmunoprecipitacion de cromatina, se demostré recientemente
que Ascl1 regula la expresion de genes del ciclo celular. Experimentos funcionales
indicaron que es necesario para mantener el estado proliferativo de los progenitores
(Castro et al., 2011). Las dos funciones antagodnicas de Ascl1 (inducir la salida del ciclo
celular y la proliferacion) pueden explicarse mediante distintos patrones de expresién. En

ese sentido, se encontré que Ascl1, al igual que los genes Hes1 y Olig2, presenta una
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expresion oscilatoria en los progenitores neurales. En los momentos previos a la ultima
division, se estabiliza la expresién de uno de los tres genes y se inhiben los restantes. El
gen estabilizado influye sobre el destino de las células generadas: el mantenimiento de
Ascl1 induce diferenciacidon en neuronas, mientras que el de Olig2 o Hes1 lo hace hacia
oligodendrocitos o astrocitos, respectivamente. Se especula que ese mecanismo de
oscilaciones contribuye a mantener el estado proliferativo multipotente de los
progenitores neurales, aunque no se descarta que también funcione como un reloj celular
(Figura 5B, Imayoshi et al., 2013; Imayoshi et al., 2014).

Ascl1 Bk

Progenitores multipotenciales >< %:*
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Tiempo
En los progenitores multipotentes en estado proliferativo se detecta la expresién oscilante de tres
proteinas bHLH: Ascl1, Hes1 y Olig2, necesaria para la proliferacion y para mantener el estado
multipotente. Antes de la ultima division celular se estabiliza la expresiéon de una de ellas tres y se
silencia a las restantes. La proteina estabilizada controla el destino celular: Ascl1 induce la
diferenciacion neuronal, Hes1 la generacién de astrocitos y Olig2 la de oligodendrocitos (Figura
adaptada de Imayoshi et al., 2014).

Expresion

Figura 9. Mecanismo de accion de los genes proneurales.

Los factores de transcripcion Gata2 y Gata3

Gata2 y Gata3 son factores de transcripcion que contienen dominios de union al DNA
con dedos de zinc. Forman parte de una familia con 6 miembros que reciben su nombre
por la secuencia de nucledtidos conservada que reconocen (WGATAR) en los
promotores y regiones regulatorias de mas de mil genes especificos de linajes o tejidos
(Hosoya et al., 2010). Los factores de transcripcion de la familia Gata fueron
originalmente identificados a partir del estudio de los genes que controlan la sintesis de
hemoglobina, por lo que los primeros tres miembros (Gata1-3) son considerados los
factores hematopoyéticos de la familia. Gata2 es necesario para la sobrevida y

proliferacion de las células madre hematopoyéticas, por lo que su ausencia produce una
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anemia severa, letal en estadios tempranos del desarrollo (Tsai et al., 1994). Por otro
lado, Gata3 controla el desarrollo y diferenciacion de los linfocitos T y Natural Killer. Sin
embargo, esas proteinas se expresan también en tejidos no hematopoyéticos como
endotelio, prostata, glandula mamaria o foliculos pilosos de la piel (Bresnick et al., 2012;
Hosoya et al., 2010). De los seis miembros de la familia Gata, Gata2 y Gata3 son los
unicos que se expresan en el SN (Nardelli et al., 1999), donde participan conjuntamente

en la diferenciacion de varios tipos neuronales.

Gata3 controla la especificacion terminal y sobrevida de las neuronas productoras de
norepinefrina en los ganglios simpaticos y en la glandula adrenal, por lo que los animales
mutantes nulos mueren en estadios tempranos del desarrollo por falla cardiaca (Lim et
al., 2000; Moriguchi et al., 2006; Pandolfi et al., 1995). En la diferenciacion de las
neuronas serotoninérgicas en el cerebro posterior, Gata2 y Gata3 se expresan en los
progenitores postmitdticos y, mientras que Gata2 se propone como un regulador del
programa de diferenciacion, Gata3 controla decisiones terminales como la expresion de

enzimas asociadas a la sintesis de serotonina (Deneris et al., 2013).

Adicionalmente Gata2 y Gata3, junto con el factor de transcripcion Tal1/Scl, estan
involucrados en el desarrollo de neuronas GABAérgicas en distintas areas del cerebro.
Los factores de transcripcién se expresan en precursores postmitéticos en el prosdmero
2 del diencéfalo (tdlamo, cerebro anterior), en los dominios m3-m5 del cerebro medio, y
en el dominio rV2 del rombdmero 1 (Kala et al., 2009; Lahti et al., 2015; Virolainen et al.,
2012), todas ellas, regiones productoras de neuronas GABAérgicas. En la mayoria de los
casos, Gata2 y Gata3 parecen cumplir funciones diferentes, con Gata2 controlando la
especificacion GABAérgica a expensas de destinos glutamatérgicos. Solo en el
rombdémero 1, se ha encontrado que ambas proteinas son redundantes (Lahti et al.,
2015).

Finalmente, en la médula espinal, Gata2 y Gata3 se expresan conjuntamente en las
interneuronas V2b y han sido considerados como marcadores selectivos de esa clase
neuronal. Ademas, Gata2 se expresa en células precursoras p2, precediendo su
diferenciacién en neuronas excitatorias V2a e inhibitorias V2b (Francius et al., 2015;
Karunaratne et al., 2002; Peng et al., 2007).

De los casos mencionados, surgen algunas caracteristicas generales. Existe una alta
coexpresion de esos factores de transcripcion tanto en el SNC como en otros érganos en
desarrollo. En particular, Gata2 y Gata3 suelen coexpresarse en precursores
postmitéticos en los que Gata2 precede la activacion de Gata3. La funcion de Gata2/3
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esta asociada a la eleccion y/o consolidaciéon de destinos, fundamentalmente neuronas
GABAérgicas o monoaminérgicas. Adicionalmente, el factor de transcripcion Scl/Tall
interactua con los factores de transcripcion Gata tanto en hematopoyesis como en el
SNC (a excepcion de la diferenciacion serotoninérgica). Resulta interesante que Ascli
estda involucrado en los mismos eventos en los que participan los factores de
transcripcion Gata2/3. Por ejemplo, Ascl1 se expresa en los progenitores de los ganglios
simpaticos, de las neuronas serotoninérgicas y GABAérgicas, y en el dominio p2 de la
médula espinal (Del Barrio et al., 2007; Deneris et al., 2013; Kala et al., 2009; Moriguchi
et al., 2006; Peng et al., 2007; Virolainen et al., 2012).

En resumen, esta tesis esta comprendida dentro del estudio de la regulacion genética de
la especificacion de subtipos neurales, integrando mecanismos de indole espacial y
temporal. La diferenciacion de las CSF-cN presenta ambos componentes: se generan a
partir de progenitores restringidos dorso-ventralmente y en un estadio notablemente
avanzado del desarrollo embrionario. Abordamos, entonces, el estudio de los

mecanismos genéticos que regulan su especificacion.
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OBJETIVOS E HIPOTESIS

Esta tesis doctoral se enmarca en el objetivo general de comprender los mecanismos
que controlan la generacion de diversidad celular en la médula espinal en desarrollo,
integrando informacién espacial y temporal.

En particular, estudiamos un evento neurogénico tardio: la diferenciacion de las neuronas
espinales que contactan con el fluido cerebroespinal (CSF-cN), generadas a partir del
neuroepitelio ventral en estadios avanzados, previamente considerados gliogénicos.
Utilizamos como modelo experimental la médula espinal de ratén, ya que ofrece una
variedad de herramientas genéticas para el estudio de la regulacidon transcripcional en

mamiferos.

A partir de resultados preliminares, proponemos la siguiente hipdtesis de trabajo:

Los factores de transcripcion Ascli, Gata3 y Gata2 regulan secuencialmente la

diferenciacion de las CSF-cN.

Los objetivos especificos abordados son:

1- Evaluar la expresiéon de los factores de transcripcion Ascl1 y Gata3 durante el

proceso de diferenciacion de las CSF-cN.

2- Determinar la funcién de Ascl1 en la especificacion de las CSF-cN. Analizar
diferencias entre especies amniotas y no amniotas. Evaluar la accion espacio-

temporal de Ascl1 y el control de destino celular.

3- Caracterizar la participacion de Gata2 y Gata3 en el desarrollo de las dos

subpoblaciones de CSF-cN.
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ANIMALES

Los ratones (mus musculus) fueron criados en el bioterio del Instituto Leloir. El laboratorio
cuenta con una estanteria microventilada (Micro-Vent, Allentown Inc, USA), en la cual
cada jaula recibe aire filtrado a través de membranas HEPA (High Efficiency Particle
Arresting). En base a las dimensiones de las cajas de cria, se mantuvieron un maximo de
4 animales adultos por jaula. Los ratones tienen acceso a alimento y agua ad libitum en
un ambiente a temperatura constante (22°C) en ciclos de luz-oscuridad 12-12hs. Todos
los experimentos se condujeron respetando las recomendaciones internacionales para la
utilizacién de animales de experimentacion (National Research Council, 2011) y bajo
protocolos de trabajo aprobados por el Comité Institucional de Cuidado y Uso de
Animales de Laboratorio (CICUAL) de la Fundacion Instituto Leloir (Protocolos #24 y #55,

Lanuza).

El inicio de la prefiez de las hembras fue determinado por la deteccion del tapén vaginal
producto del depdsito de secreciones seminales durante la cépula. El mediodia de la
deteccion fue designado estadio embrionario 0.5 dias postcdpula (E0.5). Adicionalmente,
la edad de los embriones fue confirmada mediante la observacion de las caracteristicas

anatdémicas particulares de cada estadio (Kaufman, 1992).

Se utilizaron ratones exocriados Hsd:ICR (CD-1®, Harlan Laboratories, IN, USA) para los
experimentos con animales wild type y para el mantenimiento de las lineas
genéticamente modificadas. Los animales CD-1 fueron mantenidos bajo una estrategia

de exocria.

A continuacion se detallan las distintas lineas de ratones modificados genéticamente

utilizadas a lo largo de este trabajo (Figura 10).

Ascl1Vee (MGl ID: 1857470, Guillemot et al., 1993b). Linea utilizada para generar
animales Ascl1 nulos en la que la region codificante de Ascl1 fue reemplazada por un
cassette de resistencia a neomicina. Linea letal en homocigosis (los animales mueren a

minutos de nacer).

Ascl1¥Nen2 (MGl ID: 2388165, Parras et al., 2002). Linea en la que la regién codificante

de Ascl1 fue reemplazada por la del factor de transcripcion NeurogeninaZ2.
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Figura 10. Lineas de ratones modificados genéticamente usadas.

Esquemas ilustrativos (no a escala) de las lineas de ratones modificados genéticamente utilizadas en
este trabajo. Los recuadros gris claro representan exones y los gris oscuro la regién codificante. Los
triangulos rojos corresponden a sitios loxp, mientras que los azules a sitios FRT.

Ascl1fex (MGI ID: 5141455, Pacary et al., 2011). Las regiones codificante y 3’ UTR de
Ascl1 se encuentran flanqueadas por secuencias loxp que permiten su escisiéon ante la
actividad de la recombinasa Cre. A continuacion de la sefal de poliadenilacion endégena
de Ascl1 se inserté la secuencia codificante de la proteina fluorescente Venus, cuya
expresion no es detectada en ninguna condicién (Pacary et al., 2011). Adicionalmente,
contiene un cassette de resistencia a neomicina, cuya expresion esta dirigida por el
promotor fuerte PGK. La presencia del promotor fuerte puede disminuir los niveles de
transcripto generados a partir de Ascl1 por lo que los animales Ascl1"fox pyeden

presentar fenotipos hipomorfos (Andersen et al., 2014).

Ascl1¢reERT2 (MGl ID: 4452601, Kim et al., 2011). Linea utilizada para marcar de manera
indeleble y controlada en el tiempo la progenie de las células Ascli1*, asi como para
generar mutantes condicionales. La region codificante de Ascl/1 fue reemplazada por la
de la recombinasa Cre fusionada al dominio de unién a ligando del receptor de
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estrogenos (segunda generacion-CreERT2), de manera que solo ante la administracion

de tamoxifeno la recombinasa trasloca al nucleo y se efectua la recombinacion.

Tg Ascl1:GFP (MGl ID: 3845062, Gong et al., 2003). Linea transgénica en la que el
promotor de Ascl1 dirige la expresion de GFP (green fluorescent protein). La mayor vida
media de la proteina fluorescente permite realizar experimentos de seguimiento de linaje

de corto alcance.

Gata3t#Z (MGl ID: 2181200, van Doorninck et al., 1999). Un cassette de expresion de
B-Galactosidasa con sefal de localizacion nuclear fue insertado inmediatamente rio abajo
del ATG de Gata3. El alelo resultante reporta la expresion de Gata3, y permite generar

animales Gata3 nulos. Linea letal en homocigosis (los embriones mueren en E10.5).

B-Gal reporta la expresion de Gata3. Verificamos la expresion de p-Gal mediante
inmunohistoquimica en la médula espinal E11.5. B-Gal coincide con Gata3 (Figura 11C) y
con Gata2 (Figuras 11A,D, puntas de flecha) en las neuronas V2b. Las células
Gata2+,p-Gal-, son precursores p2 aun negativos para Gata3/p-Gal. La expresion de
B-Gal esta excluida de las neuronas V2a Chx10+*,Lhx3* (Figuras 11A-B).

B-Gal(Gata3)||p—Gal(Gata3)| |p-Gal(Gata3)||f-Gal(Gata3)
Gata2 Lhx3 || Chx10 Lhx3 Gata3 Gata2

Figura 11. B-Gal reproduce la expresion de Gata3 en la linea Gata3-°Z,

A-D) Inmunohistoquimicas sobre secciones transversales de médula espinal Gata3'%? E11.5, contra
B-Gal y Gata2 (A,D), Lhx3 (A-B), Chx10 (B) y Gata3 (C). -Gal recapitula la expresién de Gata3 (C) en
el linaje de las V2b donde se expresa junto con Gata2 (A,D, puntas de flecha). En D se observan
células Gata2+*,p-Gal". Las neuronas V2a, Chx10*,Lhx3* son negativas para p-Gal (A-B).

Gata3¢r (MGl ID: 5619418, Zhang et al., 2014). La regién codificante de la recombinasa
Cre se encuentra rio abajo del ATG de Gata3 permitiendo la marcacion indeleble de la

progenie de las células Gata3* y la generacion de mutantes condicionales.

Gata3"x (MGl ID: 3487291, Zhu et al., 2004). El exén 4 de Gata3 (que contiene el

dominio de unién a DNA) se encuentra flanqueado por elementos loxp que permiten su
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escision de manera controlada en el tiempo y el espacio. La proteina resultante es

truncada y no funcional.

Gata2CfP (MGl ID: 2673268, Suzuki et al., 2006). Linea knock in en la que se inserto la
secuencia de GFP reemplazando el ATG de Gata2, de manera que la proteina
fluorescente reporta la del factor de transcripcion. La mutacién en homocigosis es letal

(los embriones mueren en E10).

La linea fue validada en la médula espinal ventral, donde Gata2 se expresa en altos
niveles en las neuronas V2b (Gata3*) pero no en las V2a (Chx10*). Mediante
inmunohistoquimica en E13.5 se detectd expresion de GFP restringida a las neuronas
V2b/Gata3+ (Figuras 12A-D), pero solo niveles bajos o nulos en las neuronas V2a Chx10*
(Figuras 12B-D). Los bajos niveles de GFP en las V2a se atribuyen a la expresiéon de
Gata2 inicialmente en progenitores comunes. En estadio postnatal (P0O) la expresion de
GFP coincide con la del factor de transcripcion enddgeno alrededor del canal central
(Figura 12E).

FP
GataZ

| Gata2(GFP) Gata3 Chx10 | D v vea
, B : Gata3® Chx10*

100%

50%

) TR ; 0
E43.5 iyt 7 %y WA : GFP ¢ &
Figura 12. La linea Gata2°* reporta fielmente la expresion de Gata2.

A-D) Inmunohistoquimicas sobre secciones transversales de médula espinal Gata2¢* E13.5, contra
GFP, Gata3 y Chx10 (A-C). Los canales estan repartidos para facilitar la visualizacién. Los recuadros
en A,B corresponden a la regidon mostrada en C. La expresion de GFP coincide con la de Gata3 en las
neuronas V2b (puntas de flecha en C), pero solo se observa expresion baja o indetectable en las
neuronas Chx10* (V2a). Porcentaje de células expresando niveles altos (high) o bajos (low) de GFP
(D). E) Tincion contra GFP y Gata2 en secciones de médula espinal PO. En la zona del canal central (a
la izquierda en las fotos), la expresion de GFP coincide completamente con la de Gata2.

Gata2™x (MGl ID: 3628640, Charles et al., 2006). El exén 5 de Gata2 (que contiene el
dominio de unién a DNA) se encuentra flanqueado por sitios loxp que permiten su
escision de manera controlada en el tiempo y el espacio. La proteina resultante no es

funcional.
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Foxn4-2°Z (MGl ID: 3054789, Li et al., 2004). Linea knock in en la que LacZ reemplaza
gran parte de la region codificante. Linea letal en homocigosis en estadio postnatal.

ROSA26:floxSTOP-EYFP (MGl ID: 2449038, Srinivas et al., 2001). Linea reportera que
contiene la secuencia EYFP (enhanced yellow fluorescent protein) precedida por un
cassette STOP (PGK-Neo) flanqueado por elementos loxP en el locus enddgeno de
expresion ubicua ROSA26. Solo ante la actividad de la recombinasa Cre se remueve el

cassette STOP y se expresa la proteina fluorescente.

Ai14 td-Tomato / CAG:floxSTOP-tdTomato (MGI ID: 3809524, Madisen et al., 2011).
Linea reportera knock in, condicional a la actividad de Cre, que contiene la construccion
TomatoAi en el locus ROSA26. Esta construccion incluye el promotor hibrido pCAG, un
cassette STOP flanqueado por sitios /oxP y la secuencia de la proteina fluorescente
tdTomato.

Tg CAG:CreER (MGl ID: 2182767, Hayashi et al., 2002). Linea transgénica en la que el
promotor fuerte constitutivo CAG dirige la expresion ubicua de la recombinasa Cre
asociada al dominio de unidn a ligando del receptor de estrégenos (primera generacion),
lo que permite la eliminacion génica o marcacién celular de manera controlada en el

tiempo.

Tg Nes:Cre (MGl ID: 2176173, Tronche et al., 1999). Linea transgénica que expresa la
recombinasa Cre bajo el control del promotor de rata de Nestina y del enhancer
especifico de SN presente en el segundo intron del gen. Permite la eliminacion de genes
de manera restringida al SNC.

Nes:Cre

—

Nes:Cre;mT1/m

C

GFP Tomato

Figura 13. La linea Nes:Cre dirige la expresion de Cre al SN.

A) Hibridacion in situ con sonda para la recombinasa Cre en secciones transversales de embriones
Nes:Cre E11.5. La expresion de Cre recapitula la de la proteina Nestina expresada en la zona
ventricular. B-E) Expresién de GFP en el SN E11.5 (B,D) y P3 (C,E) de animales Nes:Cre;mT/mG. El
alelo CAG:mTomato-floxSTOP-mGFP (mT/mG) expresa de manera constitutiva la proteina Tomato
asociada a membrana, pero ante la recombinacion por Cre se escinde la regién codificante para
Tomato y la secuencia STOP adyacente, de manera de activar la transcripcion de mGFP. En B-C
(secciones transversales) se observa que GFP, dependiente de Nes, se expresa en la totalidad del SN
y esta ausente en tejidos no-neurales donde aun se expresa Tomato (D-E, embriones enteros).
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Confirmamos la utilidad de la herramienta mediante hibridacion in situ en la médula
espinal E11.5, detectando al mMRNA de Cre en la zona ventricular (Figura 13A).
Adicionalmente, usando animales reporteros GFP (Nes:Cre;mT/mG), verificamos que
tanto en E11.5 como a P3 se observa expresion de GFP en la totalidad del SN (Figuras
13B-E), pero esta excluido de tejidos no-neurales (Figuras 13D-E). Eso indica que la

linea transgénica Nes:Cre dirige eficientemente la expresion de la recombinasa al SN.

La linea Nes:Cre se utilizé para generar animales mutantes nulos Gata3 condicionales al
SN (cKO, Nes:Cre;Gata3-2¢#x). Como control, se analizaron embriones Gata3 cKO
E11.5. Las células B-Gal* presentan niveles muy bajos de Gata3, resultado de la proteina
trunca producida (Figura 14A). Mediante hibridacion in situ y RT-PCR verificamos la
recombinacion efectiva del alelo Gata3™*. Una sonda contra el exén 4 (removido) no
revelé6 marca, mientras que se detectd transcripcion del 5’UTR del mRNA tanto en
heterocigotas, como en cKO (Figuras 14B,C,E, flechas). Tejido no-neural como los
conductos mesonéfricos (CMn), mantuvieron la expresion de Gata3 normal (Figura 14C,
recuadro). Esos controles validan que los animales Nes:Cre;Gata3-3°?"ox carecen de

expresion de Gata3 funcional exclusivamente en el SN.

Gata3taczfiox G’g‘!%sg:fgo%.’ox Gata3-aczox ngfea%gc!gfox

IS c|B E115
= ‘

O > | |
) 0] 4 B\ | g™
= of |98 | |
3 3
O O gl

~ E11/5
<€ Q- E g o

\ \ T 75

o | A\ | ST oxind I8
O C!V,ln & LU # O oy Gams || [

S ——— el - LacZ/s cKO

Figura 14. Los animales Gata3 cKO no producen Gata3 funcional en el SN.

A,D) Tinciones contra Gata3 y p-Gal en embriones E11.5 Gata3-##"* y Nes:Cre;Gata3"*%"* (Gata3
cKO). La expresion de pB-Gal persiste en los animales cKO, reportando las células que expresan Gata3
(cuantificado en D). La sefal de la proteina enddgena se ve reducida en los animales cKO.

B-C) Hibridaciones in situ con sondas que detectan el 5 UTR (B) o el exén 4 (C) del mRNA de Gatag3.
En los animales Gata3 het y Gata3 cKO se evidencia la transcripcion del 5 UTR (B, flechas). Sin
embargo, en el tubo neural del Gata3 cKO no se observa transcripcion del exén 4 (C, flechas). En los
conductos mesonéfricos (CMn, recuadros en C), fuera del SN, se detecta el mRNA completo.

E) Retrotranscripcion seguida de PCR para detectar la transcripcion del exén 4 de Gata3 en tejido
nervioso de animales Gata3 hety Gata3 cKO. No detectada en animales Gata3 cKO. Se incluyen PCR
para B-Gal y actina a modo de control. Barras media+DE.
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A excepcion de las lineas reporteras ROSA26:floxSTOP-EYFP o CAG:floxSTOP-
tdTomato y de las lineas condicionales flox (Ascl1x, Gata3'™, Gata2™), las lineas de

ratones modificados fueron mantenidos en heterocigosis.

GENOTIPIFICACION DE ANIMALES

Extraccion de DNA genémico

Para la determinacion del genotipo de los animales se extrajo DNA gendmico de una
biopsia de la cola (aproximadamente 2mm). En el caso de los embriones, la misma fue
disectada bajo lupa estereoscépica. El tejido fue incubado en 100ul de solucion de lisis
(100mM Tris-HCI pH 8,5; SDS 0,2%; EDTA 5mM; NaCl 200mM y Proteinasa K 20ug/ml,
Invitrogen 25530) a 55°C en agitacién hasta lograr su completa degradacion. Para
precipitar el DNA se agregd 100ul de isopropanol y se centrifugé a maxima velocidad por
5min. Se lavd con 500l de alcohol etilico 70% y se resuspendié en 100-200ul de agua

desionizada con agitacién a 55°.

Reaccion de PCR

El genotipo de los animales y los embriones se determiné por PCR utilizando
oligonucledtidos especificos (Tabla 1). Se realizaron reacciones de 25ul (Buffer Taq 1x;
dNTPs 150uM; MgCl2 1,5mM; oligonucleétidos 0,4uM; Taq 0,1%; ~100ng DNA) siguiendo
un protocolo de 30 ciclos (94°C 30seg, 60°C 30seg,72°C 1min) con una
desnaturalizacion inicial de 94°C 3min y una elongacion final de 72°C 5min
(Termociclador Veriti, Applied Biosystems). La temperatura de annealing varié entre 60-
65°C segun la reaccién. En algunos casos, se agregé DMSO 2,5% para obtener mejores
resultados. En todos los casos se incluyé controles positivos, negativos y blancos. El

producto de reaccion se analizo mediante electroforesis en gel de agarosa 2%.

Los embriones que portaron proteinas fluorescentes o p-Galactosidasa fueron
identificados mediante la observacion de la fluorescencia en el patron esperado bajo lupa
estereoscopica (Olympus Macroview MVX10) o mediante la deteccion de la actividad

enzimatica, respectivamente (ver mas adelante).
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PCR Oligonucledtidos Condiciones
" GCATACGCTTGATCCGGCTACC .
Neomicina (Ascl1e) AAGGCGATGCGCTGC GAATC 60°C
Cre (Gata3Cre, Ascl1CeERT2 {gNestin:Cre, TAATCGCCATCTTCCAGCAG 60°C
tgCAG:CreER) GCGGTCTGGCAGTAAAAAGTATC
GFP (Gata2e", R26°/F, 1gASCIT:GFP)  ans ot anncas Concin Tl 60°C
. ACGGCATGGACGAGCTGTAC .
Tomato (Ai14) CAGGCGAGCAGCCAAGGCAA 60°C
TTGGCGTAAGTGAAGCGAC )
LacZ (Gata3'=<Z, Foxnd4'=<Z) AGCGGCTGATGTTGAACTG 60°C
CTACTGTCCAAACGCAAAGTGG
Ascl1fiox GCTCCCACAATCCTCGTAAAGA 60°C
TAGACGTTGTGGCTGTTGTAGT
Gatagio CAGTCTCTGGTATTGATCTGCTTCTT .-
GTGCAGCAGAGCAGGAAACTCTCA
Gataio GCCTGCGTCCTCCAACACCTCTAA oG
TCCGTGGGACCTGTTTCCTTAC
ACAGTTTGGCCCGGCATGGA .
Ascl1Nanz AGATGTAATTGTGGGCGAAG 60°C
Asel wild tvoe CTCCGGGAGCATGTCCCCAA s0°C
yp CCAGGACTCAATACGCAGGG
. CATGGAAGCTCAGTATCCGC .
Gata3 wild type GAAGCTGGAAGTCCTTCGGG 60°C
. GGCCTCTCTGTCCATACCTGTA .
Foxn4 wild type CTACTCTCTTTGATGACAGCTCCC 60°C
Rosaf0: CTCTGCTGCCTCCTGGCTTCT .
Locus ROSA26 Rosali: CGAGGCGGATCACAAGCAATA oo C

SA: GCGAAGAGTTTGTCCTCAACC
Tabla 1. Oligonucleétidos especificos utilizados en la genotipificacion de las correspondientes lineas de
ratones.

TRATAMIENTOS FARMACOLOGICOS

Marcacion con BrdU

El andlogo sintético de timidina 5-Bromo-2’deoxiUridina (BrdU, Sigma Aldrich B5002) se
incorpora al DNA durante la fase S del ciclo celular, permitiendo la identificacion de las
células (o su progenie) que se encuentran en division al momento de la administracion.
Se aplicé BrdU intraperitonealmente (i.p., 50mg/kg, Miller et al., 1988) a hembras
prefiadas en una unica o multiples dosis segun lo indicado en cada caso. Posteriormente

se colectd y analizé el SN de su descendencia.

Induccion de la actividad recombinasa

La enzima Cre es capaz de recombinar fragmentos de DNA entre sitios definidos por las
secuencias palindromicas loxP. La variante CreER consiste en la recombinasa asociada

al dominio de unién a ligando del receptor de estrogenos, lo que permite un control
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temporal de la actividad (Joyner et al., 2006). En ausencia de ligando la recombinasa
esta excluida del nucleo. Ante la administracion del estrogeno tamoxifeno (Tam, Sigma
Aldrich T5648) la recombinasa Cre trasloca al nucleo y recombina al DNA blanco. El
tamoxifeno se prepard en aceite de maiz (Sigma Aldrich, C8267) 20mg/ml y se inyectd
i.p. entre 2-6mg por hembra prefiada en los estadios especificados, en una dosis unica o

en multiples dosis, segun el experimento.

Rescate farmacoldgico de los mutantes nulos Gaia3

La delecion de Gata3 es letal en estadios embrionarios tempranos (E10.5-E11, Pandolfi
et al,, 1995). Sin embargo, esa letalidad puede ser rescatada con la administracion de
agonistas adrenérgicos (Kaufman et al., 2003; Lim et al., 2000). Con el objetivo de
obtener animales nulos para Gata3 en estadios perinatales, a partir del dia 7.5 de prefnez,
las hembras Gata3-2°?+ que copularon con machos Gata3-2°Z+ recibieron a diario agua
fresca conteniendo isoprotenerol (100ug/ml, Sigma Aldrich 15627), fenilefrina (100ug/ml,
Sigma Aldrich P6126) y acido ascérbico (2mg/ml, Sigma Aldrich A0278).

PREPARACION DE TEJIDO ESPINAL

Diseccion, criopreservacion y seccionamiento de tejido espinal

Las hembras fueron sacrificadas por dislocacion cervical en los estadios de prefiez
indicados. El utero fue retirado y los embriones extraidos en una solucidn buffer PBS
(NaCl 137mM; KCI 2,7mM; NaHPOs 10mM; KH:PO4s 2mM; pH 7,4) bajo lupa
estereoscopica (Olympus SZ61 y Zeiss Stemi2000). Los embriones fueron decapitados,
inmovilizados con alfileres de 100-200um en placas de Sylgard® (Dow Corning 4019862)
con PBS y eviscerados con pinzas afiladas (Dumont #5, FST). Los cordones espinales de
los embriones en estadios >E16.5 o postnatales (P0-P3) fueron aislados abriendo la
columna vertebral desde el lado ventral utilizando tijeras de diseccion (Spring Scissors,
angled, FST).

Los embriones o cordones espinales aislados se fijaron por una hora en
paraformaldehido 4% en PBS (PFA, pH 7,4, Sigma Aldrich P6148) a temperatura
ambiente (T.A.). Luego, se lavo el tejido tres veces con PBS por 10-20 min. Finalmente
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se lo equilibré durante la noche en una solucion de sacarosa 20% en PBS a 4°C para ser

criopreservado.

Se embebieron los tejidos o embriones en medio de montaje para criostato (Cryoplast,
Biopack 120405) en un molde de papel aluminio que se congelé progresivamente
utilizando etanol (96%) enfriado con hielo seco. En cada uno de los bloques se incluyeron
los tejidos de animales de la misma camada de modo que las condiciones
experimentales fuesen idénticas entre los distintos individuos/genotipos a comparar. Se

almaceno los bloques congelados a -80°C.

Se corto el tejido en secciones transversales de 30um de espesor utilizando un criostato
(modelo CM 1850, Leica Biosystems) y se lo colectd directamente sobre portaobjetos de
vidrio (Superfrost Plus, VWR o Fisher). Los vidrios fueron secados durante 15min en

estufa a 37°C y guardados a 4°C o -20°C hasta su utilizacion.

INMUNOFLUORESCENCIA

Protocolo general

Se delimité la superficie a utilizar del vidrio con las secciones con un marcador
hidrofébico (SuperPap-Pen). Se realizaron tres lavados de 5min con PBS Tween-20 0,1%
(PBS-Tw) a T.A. y se incubaron las secciones con solucién de bloqueo (suero normal de
cabra o burro inactivado 5%, Natocor; Triton X-100 0,1% en PBS) por al menos una hora
a T.A. Finalmente se incubaron las secciones durante la noche en camara humeda a 4°C
con la dilucién correspondiente de anticuerpos primarios en solucién de bloqueo (Tabla
2).

Al dia siguiente, se realizaron tres lavados con PBS-Tw de 15min a T.A. y se incubaron
las secciones en camara humeda durante al menos dos horas a T.A. o durante la noche
a 4°C, con los anticuerpos secundarios acoplados a fluoréforos o a biotina (Tabla 3) en
solucion de bloqueo (dilucion 1:250). En aquellos casos donde se utilizaron anticuerpos
biotinilados se realizaron tres lavados adicionales (PBS-Tw 15min a T.A.) y se incubaron
las secciones por 45 minutos a T.A. con estreptoavidina acoplada a fluoréforo (Tabla 3)
en solucién de bloqueo (dilucion 1:250). Posteriormente, se tifieron los nucleos celulares

utilizando una solucion del colorante nuclear bis-benzimida Héescht 33342 (Invitrogen
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H1399, 1ug/ml) en PBS-Tw por 5min a T.A. y se realizaron tres lavados finales (PBS-Tw
15min a T.A.).

: . Factor de
Antigeno Especie Fuente Dilucién
Ascli Raton BD Pharmigen 556604 500
Ascli Conejo Babco 200
Gata2 Cobayo Kamal Sharma, University Chicago, IL, USA (Peng et 2000

al., 2007).
Chx10 Cobayo S. Pfaff (Thaler et al., 1999). 500
Gata3 Raton Santa Cruz sc-268 100
Lhx3 Ratén DSHB 15
Hb9 Conejo S. Pfaff (Thaler et al., 1999). 1000
Isl1/2 Ratén DSHB 40.2D6 10
Pax3 Rata Martyn Goulding, The Salk Institute, La Jolla, CA, USA 400
(Gross et al., 2000).
Pkd2l1 Conejo Charles Zuker, UCSD, San Diego, CA, USA (Huang et 23000
al., 2006).
Blll-tubulina(Tuj1)  Ratén Covance MMS-435P 500
Nkx6-1 Ratén DSHB F55A10 15
Nkx2-2 Ratén DSHB 74.5A5 25
Olig2 Conejo Masato Nakafuku, Cincinnati Children's Hospital, OH, 1000
USA (Takebayashi et al., 2000).
Foxa2 Raton Abcam 200
Sox2 Cabra Santa Cruz Biotechnology 300
Sox9 Cabra RD Systems 100
NeuN Ratén Chemicon International, Inc. 500
Nfia Conejo Active Motif 1000
Vimentina Pollo Chemicon International, Inc. AB5733 1000
S100 B Ratén Sigma S2532 500
BrdU Rata ImmunoDirect MCA2060T 250
GFP Pollo Aves GFP-1020 500
GFP Conejo Molecular Probes A11122 1000
Ds-Red (Tomato) Conejo Clontech 300
B-Galactosidasa Conejo Cappel 1000
B-Galactosidasa Rata Martyn Goulding (Lanuza et al., 2004). 1000

Tabla 2. Anticuerpos primarios usados.

Se optd por una de dos opciones de montaje: polivinilalcohol (PVA) con el preservante de
la fluorescencia Dabco (2,5%, Sigma Aldrich D2522); o deshidratacion en una serie de
soluciones de concentracién creciente de etanol (25%, 50%, 66%, 96%, 100%; 4min en
cada una) y dos de xileno 100%, seguido del montaje con DPX (Sigma Aldrich 06522).
En ambos casos se dejé secar las secciones durante la noche a T.A. protegidas de la luz.

Cuando se utilizaron anticuerpos primarios generados en ratén, se bloqued
adicionalmente con el fragmento monovalente (Fab) de anticuerpo de burro anti-raton
(15pg/ml en solucién de bloqueo, Jackson ImmunoResearch 715007003) para disminuir
la senal basal. Luego se realizaron tres lavados con PBS-Tw de 15min a T.A. y se

continud con el protocolo.
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Anticuerpo secundario/Estreptoavidina Fuente

Anti-ratén acoplado a Cy2 / Cy3/ Cy5 Jackson ImmunoResearch (715225151, 715165151, 715175151)

Anti-conejo acoplado a Alexa 488 Life Technologies (A21206)

Anti-conejo acoplado a Cy2 / Cy3/ Cy5 Jackson ImmunoResearch (711225152, 711165152, 711175152)
Anti-rata acoplado a Cy2 / Cy3/ Cy5 Jackson ImmunoResearch (712225153, 712165153, 712175153)
Anti-cobayo acoplado a Cy2 / Cy3/ Cy5 Jackson ImmunoResearch (706225148, 706165148, 706175148)
Anti-Cabra biotinilado Jackson ImmunoResearch (705065147)

Anti-Pollo biotinilado Jackson ImmunoResearch (703065155)

Estreptoavidina acoplada a Cy2 / Cy3 Jackson ImmunoResearch (016220084, 016160084, 016170084)
Estreptoavidina acoplada a DyeLight 649 Jackson ImmunoResearch (016490084)

Tabla 3. Anticuerpos secundarios usados.

Recuperacion antigénica de BrdU por tratamiento acido

Para la deteccion de BrdU mediante inmunohistoquimica, el nucleétido modificado debe
estar accesible, por lo que se aplicé un tratamiento de exposicion de epitopes con acido
(Gratzner, 1982; Miller et al., 1988). Después de la incubacion con los anticuerpos
secundarios de la primera reaccion, se realizaron tres lavados de 10min con PBS-Tw a
T.A. y se fij6 con PFA 4% en PBS por 5min. Luego se incubé con HCI 2N en PBS 20min.
Se neutralizé con buffer borato (100mM, pH 8) 20min, seguido de tres lavados con PBS-

Tw. Posteriormente se prosiguié con la inmunohistoquimica contra BrdU.

HIBRIDACION IN SITU

Preparacion de las sondas. Transcripcion in vitro

Para la generacion de transcriptos anti-sentido se utilizaron plasmidos linealizados con la
secuencia de interés o fragmentos obtenidos por PCR. Las sondas usadas fueron: Gata2
(Carcagno et al., 2014), Pkd1l2 (Petracca et al., 2016), Ascl1 (Kriks et al., 2005), Cre,
Gata3 5’ UTR (Tong et al., 2000), Gata3 exon 4 (generado en el laboratorio).

La transcripcion se llevé a cabo en un volumen de 10pul de una mezcla conteniendo: DNA
molde (~1ug), ribonucledtidos (1mM cada uno) incluyendo dig-rUTP (350uM, Roche
11209256910), inhibidor de RNAasas (RNAse-out, Invitrogen 100000840), DTT (10mM),
buffer de transcripcion (1X, Promega P118B) y RNA polimerasa T7, T3 o SP6 segun
corresponda (1 UE, Roche 10881775001, Promega P208C, P108B). Se incubd por 2hs a
37°C y luego se agregd 2ul de DNAsal (RQ Promega M610A) por 10min. Se precipito el
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RNA agregando 100ul de agua DEPC (3,5mM Sigma D5758), 2ul de LiCl 5M y 300ul de
etanol 100%. Se lavé con etanol 70% y se resuspendid en 10l de agua DEPC. Se

controld la sintesis en gel de agarosa 1%. Las sondas se conservaron a -70°C.

Protocolo general

Pretratamiento. Se secaron las secciones en estufa a 55°C por 15min. Se realizaron tres
lavados de 3min con PBS-DEPC (0,05%), se fijo6 con PFA 4% por 10min y se lavé
nuevamente. Luego, se incubé con proteinasa K (3ug/ml en PBS-DEPC) 3min, se fijo con
PFA 4% 5min y se lavo. Se realizd una acetilacion con trietanolamina-HCI 1,5%, pH8 y
anhidrido acético 0,25% por 10min para disminuir el fondo. Se permeabiliz6 el tejido con
Triton X-100 1% en PBS-DEPC por 30min y se lavd nuevamente.

Hibridacion. Se pre-incubaron las secciones 2hs con solucion de hibridacién (formamida
desionizada 50%, SSC 5x, Denharts 5x (Ficoll-400 1%, polivinilpirrolidona 1%, BSA 1%) y
0,25mg/ml tRNA de levadura (Invitrogen 15401-029)). Las sondas marcadas con
digoxigenina (dig) se diluyeron en solucién de hibridacion a una concentracion
aproximada de 0.5-1pg/ml, se calentaron a 80°C 5min seguido de enfriamiento en hielo
5min. Se agrego a cada portaobjeto 150l de la solucién de hibridacion con la sonda y se
cubrié con cubreobjetos para su posterior incubacion en camara humeda (formamida

50%) en estufa a 70°C durante la noche.

Lavados y deteccion. Se retird el cubreobjetos y se realizaron tres lavados de 45min a
70°C con SSC 1x y formamida 50%. Posteriormente se lavé con B1-T (100mM Tris
pH=7,5, NaCl 0,15M, Tween-20 0,1%) por 5min a T.A. y se incubd con solucién de
bloqueo (suero de cabra normal 10%, en solucién B1-T) por 1h. Se incubé con anticuerpo
anti-dig acoplado a fosfatasa alcalina (1:2000, Roche 11093274910) en solucién de
bloqueo a 4°C durante la noche. Se realizaron 3 lavados de 10min con B1-T a T.A. y uno
de 5min con solucién B3 (100mM Tris pH=9,5, NaCl 100mM, MgCl. 50mM, Tween-20
0,1%, tetramisol 50ng/ml (Sigma Aldrich, 19756)). La actividad de la fosfatasa alcalina se
revelé6 con NBT 150pg/ml y BCIP 166ug/ml (Roche, 11585002001 y 11087479001) en
B3. La reaccion de revelado se detuvo con agua y se mont6 con PBS: glicerol 1:1.
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DETECCION DE ACTIVIDAD DE B-GALACTOSIDASA

Las criosecciones o fragmentos de tejido obtenidos de biopsias fueron lavados con PBS-
Tw por 5min a T.A. y luego se les agregd buffer de reacciéon (X-Gal 1mg/ml (Invitrogen
B1690), MgCl> 2mM, Tritén X-100 0.2%, KsFe(CN)s 5mM y KsFe(CN)s 5mM). Se reveld
en oscuridad a T.A. y se detuvo la reacciéon lavando con PBS-Tw. En el caso de las
criosecciones, se fijaron con PFA 4% y se montaron con glicerol: PBS 1:1.

MICROSCOPIA

Las imagenes de microscopia confocal fueron capturadas con los microscopios Zeiss
LSM5 Pascal y Zeiss LSM 510 Meta. Las fotos de hibridaciones in situ y de ensayos de
deteccion de actividad de pB-Galactosidasa (microscopia Optica de trasmision), se
tomaron con microscopios Olympus Bx60 o Zeiss Axioplan acoplados a camaras CCD.
Esos microscopios también fueron utilizados para la toma de imagenes de
epifluorescencia convencional. Se montaron las imagenes utilizando los programas
Adobe Photoshop y Adobe lllustrator.

ELECTROFISIOLOGIA: REGISTRO EN REBANADAS AGUDAS

Se aisl6 el tejido y se tomaron los registros electrofisioldgicos de acuerdo a lo descripto
previamente (Zhang et al., 2008). Embriones E18.5-E19.5 conteniendo el alelo
CAG:floxSTOP-tdTomato fueron decapitados y su corddn espinal aislado en solucion
Ringer de bajo calcio de la siguiente composicion (en mM): NaCl 128; KCI 4,69; NaHCOs3
25; KH2PO4 1,18; MgS0, 3,25; CaCl, 0,25; MgCl, 1,3 y glucosa 22; saturado con CO-
5%/02 95%. Se aisld la regidon del corddn espinal correspondiente a la porcion toracica
inferior y lumbar superior y se realizaron cortes coronales de 400pm utilizando un
vibratomo Leica VY1000E. Las rebanadas fueron transferidas a una cdmara conteniendo
liquido cefalorraquideo artificial (en mM: NaCl 125; KCI 2,5; NaH:PO,4 2; NaHCO3 25;
CaCl, 2; MgCl: 1,3; Na-ascorbato 1,3; Na-piruvato 3,1 y dextrosa 10, 315mOsm) donde
fueron burbujeadas con CO, 5%/02 95% a 30°C por 1h antes de iniciar los experimentos.

Luego de la recuperacion, las rebanadas fueron transferidas a una camara de registro
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montada en un microscopio Olympus BX61WI con un objetivo 60x de inmersion de agua
(A.N. 1.0)a T.A.

Las células Tomato* que rodean el canal central fueron identificadas por fluorescencia y
videomicroscopia de contraste por interferencia diferencial (DIC) infrarroja utilizando una
camara EM-CCD (Hamamatsu). Se llevaron a cabo registros de whole-cell utilizando
microelectrodos (4-5MQ) con una solucion interna de composicion (mM): K-gluconato
150; MgCl; 4; EGTA 0,1; NaCl 1; HEPES 10; ATP-tris 4; GTP-tris ,3 y fosfocreatina 10.
Se incluyd el colorante Alexa fluor 488 (Invitrogen A10436) en la solucion de la pipeta
para identificar inequivocamente las células Tomato* registradas. Se obtuvieron los datos
utilizando amplificadores Axopatch 200B, digitalizados y adquiridos a 20KHz en una
computadora personal utilizando el programa pClamp10. La resistencia de membrana se
obtuvo de trazos evocados por un estimulo hiperpolarizante de 10mV. Las corrientes
voltaje-dependientes se registraron aplicando un pulso cuadrado de 1mV desde un
potencial de reposo de la célula de -60mV. Las corrientes presentadas son las corrientes
registradas menos las corrientes de fuga (sustraccion P/N, pClamp). Para observar
potenciales de accion se aplicaron escalones de corriente (en incrementos de 10pA;
500ms) bajo configuracion current clamp, partiendo de un potencial de reposo de -60mV.
En todos los casos se garantizd la despolarizacion de las células por encima de los
-50mV. En todas las rodajas se registrd, ademas de las células marcadas, una neurona

control, no marcada, para garantizar la calidad de la rodaja.

Para identificar la existencia de gap junctions entre células ependimarias se evalué el
acople de las células Tomato* con células vecinas no marcadas. Para ello se cargo las
pipetas con el colorante LuciferYellow-CH (0,1% de la sal de Li, Molecular Probes L453)
que, debido a su tamafno y carga ionica, es capaz de atravesar las gap junctions por
difusion inmediatamente después de haber sido inyectado en la célula (Rela et al., 2010).
Bajo el microscopio se evalué la presencia de células LuciferYellow*Tomato- aledafas a
la célula doble positiva registrada.

ANALISIS ESTADISTICO

Los conteos de células fueron realizados en al menos 10 secciones transversales de
como minimo tres individuos de la edad y el genotipo correspondiente. En todos aquellos
experimentos que involucraron cepas de mutantes, los animales wild type de la misma

camada fueron utilizados como controles. Los resultados se muestran como la
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mediatdesvio estandar (DE) a menos que se indique lo contrario. Los datos se
analizaron usando el programa GraphPad Prism. Se examind la significancia de los datos
utilizando las pruebas no-paramétricas Mann-Whitney U o ANOVA de Kruskal-Wallis con
comparaciones multiples post hoc de Dunn. Para comparar distribuciones de células
entre dos condiciones (tablas de contingencia) se utilizé la prueba exacta de Fisher no
paramétrico. Se consideraron significativas las variaciones que arrojaran una

significacion asintética (bilateral) menor a 0,05 (*p<0,05; **p<0,01 y ***p<0,001).
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En esta seccion se discute la participacion de los factores de
transcripcion Ascl1, Gata3 y Gata2 en el proceso de diferenciacion
de las CSF-cN. Para organizar los resultados, se dividio esta
seccion en tres partes. La primer parte comprende las evidencias
que sugieren que esos factores de transcripcion se expresan en el
linaje de las CSF-cN desde estadios tempranos, mientras que la
segunda y tercera parte analizan el rol funcional de Ascl1 y los

factores Gata en la especificacion de las CSF-cN.

45



RESULTADOS

I- EXPRESION DE ASCL1 Y GATA3 EN LA NEUROGENESIS ESPINAL
AVANZADA

Ascl1 en la médula espinal embrionaria

Como fue presentado en la Introduccion, hemos identificado recientemente que, en
estadios avanzados del desarrollo embrionario, existen eventos neurogénicos en la
médula espinal ventral que producen las CSF-cN. Las neuronas del canal central se
generan durante el periodo en el cual progenitores neurales se encuentran masivamente
comprometidos en la produccion de astrocitos, oligodendrocitos y ependimocitos.
Ademas, nuestros resultados mapearon con precision el origen de las CSF-cN en dos

regiones restringidas del neuroepitelio espinal ventral.

Los progenitores de las CSF-cN proliferan entre los estadios E13 y E14 y las neuronas
del canal central, identificadas por la expresion del canal iénico Pkd2l1 y el factor de
transcripcion Gata2, comienzan a aparecer en la médula espinal en E14.5. Demostramos
gue existen dos fuentes de CSF-cN: (1) el dominio tardio p2 y la mitad dorsal del dominio
oligodendrogénico (pOL) que generan el subgrupo denominado CSF-cN’, y (2) la frontera
entre el dominio p3 tardio y la placa del piso que origina a las CSF-cN” (Petracca et al.,
2016).

El llamativo retraso en el nacimiento de las CSF-cN sugiere que deben existir
mecanismos dedicados que posibiliten su especificacion tardia, que, por un lado,
induzcan la diferenciacién neuronal y simultaneamente prevengan la diferenciacion de
astrocitos y células ependimarias. Tipicamente, las proteinas proneurales con dominios
bHLH han demostrado ejercer esas acciones en otras regiones del SN en desarrollo.
Esas proteinas usualmente se expresan en progenitores neurales, donde regulan la
diferenciacion y la adquisicion de identidades neuronales especificas (Bertrand et al.,
2002; Guillemot, 2007; Rowitch, 2004; Rowitch et al., 2010). Ademas, se ha demostrado
que las proteinas proneurales inhiben la diferenciacion astrocitica mediante el secuestro
de complejos transcripcionales gliogénicos y la inhibicion de la via Jak/Stat, relevante
para la induccion glial (Guillemot, 2007; Imayoshi et al., 2014).

En la médula espinal ventral en desarrollo se ha identificado la expresion de varias

proteinas proneurales que contienen dominio bHLH, incluyendo Neurogi1-3, Olig1-3 y
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Ascli. Los factores de transcripcion Olig1 y Olig2 son exclusivos del dominio que genera
motoneuronas y oligodendrocitos (Mizuguchi et al., 2001; Zhou et al., 2002), mientras que
Neurog3 se restringe al dominio p3 (Carcagno et al., 2014). Las proteinas Neurogl y 2
abarcan regiones progenitoras mas extensas, incluyendo los dominios pO, p1 y pMN,
entre otros (Mizuguchi et al., 2001; Scardigli et al., 2001), mientras que Olig3 presenta un
patron de bandas en los dominios p0, p2 y p3 (Takebayashi et al., 2002). Ascl1 se
expresa con alta densidad en progenitores en la zona ventricular dorsal (Helms et al.,
2005; Kriks et al, 2005; Mizuguchi et al., 2006) y, ventralmente, en células
pertenecientes al dominio p2 y en algunas células inmersas en los dominios tardios pOL
y p3 (Guillemot et al., 1993a; Lo et al., 1991; Parras et al., 2002; Sugimori et al., 2007).

De todos los factores de transcripcion con bHLH analizados mas arriba, Ascl1 presenta el
patron mas consistente con las regiones de origen de las CSF-cN. Decidimos entonces
evaluar en mayor detalle si existe una correlacion entre la expresion de Ascll y la

generacion de las CSF-cN.

En primer lugar, analizamos el patrén de expresion de Ascll en los estadios
neurogénicos y gliogénicos de la médula espinal embrionaria. El patron de expresion,
determinado mediante inmunohistoquimica, resultd similar a la distribucion del mRNA
obtenida por hibridacion in situ (no mostrado), lo cual sugiere que Ascl1 se regula

principalmente a nivel transcripcional.

En E11.5, durante la fase neurogénica (Figura 15A), Ascl1 esta presente en células en la
region adyacente a la cavidad ventricular (zona ventricular), que alberga los progenitores
neurales. Su ausencia en la region del manto refleja que Ascl1 se regula negativamente
durante la conversion postmitética en neuronas. Ascl1 presenta un patron definido a lo
largo del eje dorso-ventral. En la zona ventricular dorsal, Ascl1 se expresa con alta
densidad y se encuentra implicado en la especificacion de las interneuronas dorsales dI3,
di5 y dILA/B (Helms et al., 2005; Kriks et al., 2005; Mizuguchi et al., 2006; Pattyn et al.,
2006; Wildner et al., 2006). En la mitad ventral del tubo neural caudal, la expresion de
Ascl1 es menos uniforme y se encuentra acotada fundamentalmente al dominio p2. Se
ha especulado que en ese dominio, Ascl1 esta asociado a la especificacion de las
interneuronas V2, sin que exista consenso completo en la literatura respecto de su
funcion (Del Barrio et al., 2007; Li et al.,, 2005; Parras et al., 2002). La expresién
heterogénea de Ascl1 en las células p2 (patron de expresion salpicado o salt and pepper)

refleja su regulacion por la via de Notch (Peng et al., 2007; Yang et al., 2006) y/o por
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mecanismos oscilatorios, como los reportados en el telencéfalo ventral (Imayoshi et al.,
2013).

En E13.5, estadio en el cual los progenitores de las CSF-cN se encuentran en
proliferaciéon y el neuroepitelio se compromete con destinos gliales, el patron de
expresion de Ascl1 presenta similitud con el encontrado en estadios previos (Figura 15B).
Tanto a nivel dorsal como ventral, hay una disminucién en el tamafio de la zona
ventricular resultado de la reduccién del numero de progenitores durante la fase
neurogénica. Adicionalmente, observamos que la expresion de Ascll es mas

heterogénea, presentando distintos niveles de proteina (Figura 15B).

E11.5 E135 || E155

Ascl1

Figura 15. Ascl1 presenta un patron de expresion dinamico en la médula espinal.

A-C) Tinciones con anticuerpo para Ascl1 sobre secciones transversales de tubo neural E11.5 (A),
E13.5 (B) y E15.5 (C). A E11.5 y E13.5 Ascl1 se expresa en la zona ventricular (ZV) dorsal y en un
grupo restringido de células ventrales (A-B, puntas de flecha). A E15.5 se expresa alrededor del canal
central (cc) y en células gliales por fuera de la ZV (C, flecha). V: ventriculo. Barras de escala 50 pm
(A,B), 20 um (C).

En estadios posteriores, E15.5 (Figura 15C), se pierde la organizaciéon dorso-ventral y
solo se detecta a la proteina Ascl1 en algunas células de la reducida zona ventricular
remanente y en células aisladas en el resto de la médula (Figura 15C, flecha). Ese patrén
ha sido encontrado aun en estadios mas tardios (E18.5 y perinatales), y esta asociado a
la diferenciacion oligodendrocitica (Sugimori et al., 2007; Sugimori et al., 2008; Vue et al.,
2014).
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Figura 16. Ascl1 se expresa en coordenadas dorso-ventrales consistentes con el origen de
las CSF-cN.

A-D) Secciones transversales de tubo neural E13.5 tefidas con anticuerpos contra Ascl1 y Pax3 (A),
Olig2 (B), Nkx6-1 (C) y Nkx2-2 (D). Las lineas de puntos sefialan los limites de los territorios positivos.
Los corchetes indican la expresidon ventral de Ascl1, que se concentra principalmente en territorios
Nkx6-1* y dorsal a Olig2 y Nkx2-2. También se detectan células en el dominio pOL y adyacentes a la
placa del piso (pp, puntas de flecha). E) Inmunohistoquimica contra Pkd2l1 y Nkx6-1 en E14.5. La
flecha indica una CSF-cN (Pkd2l1*) en el dominio Nkx6-1*. F) Posicién de los territorios positivos para
cada marcador, relativos a la apertura ventricular total. Se sefalan los dominios de progenitores p2,
pOL y p3. G-H) Distribucion a lo largo del eje dorso-ventral de las células Ascl1* en E13.5 (484 células,
5 embriones) y CSF-cN/Pkd2I1* en E14.5 (108 células, 5 embriones). La posicion de las células se hizo
relativa al marcador dorsal Pax3 para independizarse de cambios entre los estadios. No se encontraron
diferencias significativas entre la distribucién de las células Ascl1* y de las CSF-cN (p=0.84, prueba de
Mann-Whitney). I) Las CSF-cN se originan a partir de dos fuentes: el dominio p2 y la mitad dorsal del
pOL, y el dominio p3 en la zona adyacente a la placa del piso (pp); y expresan los genes indicados en
las esferas correspondientes. J-L) Se detectan células Ascli* en todos los territorios que generan
CSF-cN. Tinciones contra Ascl1 y Nkx6-1 (J), Olig2 (K) y Foxa2 (L). Las puntas de flecha sefalan
células doble positivas. Barras media+DE. Barras de escala 50um en A-E, 10um en J,L’, 20pm en K-L.

|
. L}

scli
oxaz2
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Con el objetivo de evaluar si la expresion ventral de Ascli esta relacionada con la
generacion de las CSF-cN, analizamos su organizacion dorso-ventral en mayor detalle.
Comparamos el patron de expresion de Ascl1 en la médula espinal E13.5 con el de otros
genes mediante inmunohistoquimicas dobles (Figuras 16A-F). Como fue mencionado
anteriormente, la expresion combinada de factores de transcripcion define un cddigo que
distingue los dominios progenitores a lo largo del eje dorso-ventral. En el tubo neural
tardio, en la fase gliogénica, se preserva la organizacion dorso-ventral que caracteriza al
tubo neural temprano (Figura 16F, Fu et al., 2003; Ogawa et al., 2005; Petracca et al.,
2016; Sugimori et al., 2007). En embriones E13.5, Pax3 se expresa en la mitad dorsal del
tubo neural, desde la placa del techo hasta la regiéon media (Figura 16A, Goulding et al.,
1991), Nkx6-1 se expresa en el tercio ventral de la zona ventricular abarcando los
dominios p2, pOL y p3 (Figura 16C, Sander et al., 2000; Vallstedt et al., 2001), y Nkx2-2
demarca el dominio de progenitores mas ventral (p3) (Figura 16D, Briscoe et al., 1999)
cuyo limite dorsal coincide con la frontera ventral del dominio positivo para Olig2
(PMN/pOL, Figura 16B, Novitch et al., 2001; Zhou et al., 2002). La figura 16F presenta los

territorios de expresion de esos genes medidos en relacién a la apertura ventricular.

Como observamos en las tinciones, existe una region ventral con células Ascl1* (negativa
para Pax3, Figura 16A) inmersas en territorios Nkx6-1 (Figura 16C). Esas células Ascl1*
se encuentran mayoritariamente dorsales al dominio Olig2* (pOL, Figura 16B) y al
dominio p3 (Nkx2-2+, Figura 16D), en un patrén similar al reportado en estadios
neurogénicos (Li et al., 2005; Parras et al., 2002). Sin embargo, en E13.5, existen
también algunas células Ascl1* en el territorio Olig2+ y en la region Nkx2-2+ (puntas de
flecha en Figuras 16A-D, ver mas adelante). La expresién de Ascl1 aqui descripta

presenta coincidencias con las regiones del neuroepitelio que producen CSF-cN.

Analizamos comparativamente la posicion de las células Ascl1* y el origen dorso-ventral
de las CSF-cN. Si Ascl1 definiera los progenitores que dan origen a las CSF-cN,
pronosticamos una estricta correlacion entre la expresion de Ascl1 en E13.5, estadio en
que proliferan sus progenitores (Petracca et al., 2016), y las coordenadas de “nacimiento”
de las CSF-cN. Para determinar la posicion de origen de las CSF-cN, realizamos
inmunohistoquimicas contra Pkd2l1 en E14.5. Pkd2l1 es un canal idnico que se expresa
especificamente en las neuronas del canal central y no en otras células espinales
(Djenoune et al., 2014; Huang et al., 2006; Orts-Del'lmmagine et al., 2014; Petracca et
al., 2016). Teniendo en cuenta que, en ese estadio, las CSF-cN recién comienzan a
producirse y que nunca pierden el contacto apical con la superficie ventricular, asumimos

que la posicion de las CSF-cN en E14.5 refleja la ubicacion dorso-ventral de los
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progenitores que les dan origen (Figura 16E, Petracca et al, 2016). Para
independizarnos de cambios citoarquitecténicos y comparar distintos estadios, todas las
mediciones fueron relativizadas al limite ventral del territorio Pax3+*, que distingue el
neuroepitelio ventral y dorsal. A partir de la ubicacion de las células Ascl1+ y Pkd2l1+,
construimos histogramas con su distribucion en coordenadas ventrales. Como
observamos en las figuras 16G-H, la distribucidn relativa de las células Ascl1* en la zona
ventricular en E13.5 presenta una notable similitud con la alineacién de las neuronas
CSF-cN recién generadas en E14.5 (las distribuciones no resultaron significativamente
diferentes, p=0.84 prueba de Mann-Whitney).

Adicionalmente, encontramos que el 97+4% de las células Ascl1* expresan Nkx6-1
(Figura 16J), lo cual es congruente con que la totalidad de las CSF-cN expresan ese
factor de transcripcion (Figura 161, Orts-Del'Immagine et al., 2014; Petracca et al., 2016).
Detectamos también algunas células Ascl1+,0lig2+ inmersas en el dominio pOL (Figura
16K, punta de flecha), y células Ascl1* adyacentes a la placa del piso positivas para
Foxa2 (expresado en la placa del piso y la porcion mas ventral del dominio p3, Figura
16L, puntas de flecha). De esa forma, mostramos que las células Ascl1+ poseen identidad
posicional similar a la de los progenitores de las CSF-cN (Figura 16l), estableciendo una

nueva correlacion entre la expresion ventral de Ascl1 y la generacion de las CSF-cN.

En resumen, encontramos células que expresan Ascl1 en todas las coordenadas dorso-
ventrales de la médula espinal que producen CSF-cN: a) el dominio p2 y pOL y b) la
frontera entre el dominio p3 y la placa del piso. Esas observaciones sustentan la
hipotesis de que las CSF-cN se generan a partir de progenitores que expresan Ascl1 en

el neuroepitelio ventral tardio.

Dado que experimentos previos del laboratorio indican que las CSF-cN provienen de
progenitores mitdticamente activos en E13-E14 (Petracca et al., 2016), decidimos evaluar
el estado proliferativo y caracter progenitor de las células Ascl1*. Con ese objetivo,
aplicamos BrdU a hembras prefadas (4 pulsos entre E13 y E13.5) y analizamos las
células Ascl1* en E13.5. Encontramos que el 90+5% de las células Ascl1+ del tubo neural
ventral incorporan el analogo de timidina en esas condiciones, lo que confirma que se
trata de progenitores en division (Figura 17A). Adicionalmente, encontramos que las
células Ascl1* ventrales expresan los marcadores de progenitores neuronales Sox9
(88+14%, Figura 17B, Stolt et al., 2003) y Nestina (no mostrado, Lendahl et al., 1990) vy,

por otra parte, carecen de la proteina neuronal Blli-tubulina (99+3%, Figura 17C). En
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conjunto con la coexpresion de Ascll y Sox2 en E14.5, que ya fue informada en la
literatura (Vue et al.,, 2014), los resultados demuestran el caracter progenitor de las

células Ascl1* en la médula espinal ventral tardia.

Ascl1

BrdU

Figura 17. Las células Ascl1* ventrales tardias son progenitores neurales.

Inmunohistoquimicas contra Ascll y BrdU (A), Sox9 (B), o Blll-tubulina (C) sobre secciones
transversales de tubo neural E13.5. Magnificaciones de la zona ventricular a la altura del dominio p2.
En (A), BrdU fue administrado cubriendo las 12hs anteriores a la preparacion del tejido (4 pulsos cada
3hs). Las células Ascl1* son progenitores neurales mitéticamente activos ya que incorporan BrdU
(90+5%, n=740 células, 3 embriones), expresan el marcador Sox9 (88+14%, n=181 células, 1 embridn)
y son negativas para Blll-tubulina (99+3%, n=96 células, 3 embriones). Barras de escala 10 pm.

En resumen, los experimentos presentados muestran que Ascll se expresa en
progenitores neurales tardios ventrales, que coinciden en tiempo y espacio con el origen
de las CSF-cN. Eso constituye un primer indicador de que las CSF-cN podrian
diferenciarse a partir de esos progenitores Ascl1+.

Las células Ascl1* comienzan a expresar marcadores de las heuronas

del canal central

Para analizar si la expresion ventral de Ascl1 esta asociada al linaje de las CSF-cN,
investigamos si, conforme progresa el desarrollo, las células Ascl1+ inician la expresion
de marcadores que manifiesten esa identidad neuronal. Como fue descripto
recientemente, las CSF-cN expresan el canal idnico Pkd2l1 y los factores de
transcripcion Gata2 y Gata3, mantienen la expresion de Nkx6-1 y regulan negativamente

Sox9 a medida que progresa su diferenciacion (Petracca et al., 2016).

Los factores de transcripcién proneurales, Ascl1 entre ellos, clasicamente reducen su

expresion durante la diferenciacion neuronal (Guillemot, 2007; Imayoshi et al., 2014). Por

52



RESULTADOS

ese motivo, anticipamos que el grado de coexpresion de Ascli con determinantes

neuronales postmitoticos podria ser reducido.

A pesar de esa potencial limitacién, en la zona ventricular de embriones E14.5
encontramos células Ascl1* que coexpresan el factor de transcripcion Gata3 (Figura
18A). Por otro lado, algunas células que aun conservan niveles detectables de Ascl1
expresan el marcador especifico de las CSF-cN, Pkd2l1, tanto en E14.5 (no mostrado)
como en E15.5 (Figura 18B). Ademas, cuando marcamos las células en division con
BrdU entre E13 y E13.5 encontramos en E14.5 células Pkd2I1* que retienen la expresion
de Ascl1 e incorporan BrdU (no mostrado). La proporcion de CSF-cN que expresa Ascl1
encontrada (43+18%) sugiere que: el factor de transcripcién se extingue con la
diferenciacién neuronal (como fue demostrado, Guillemot, 2007; Imayoshi et al., 2014),
y/o que solo algunas CSF-cN se generan a partir de progenitores Ascli* (ver mas

adelante experimentos de mapeo destino de, Figuras 33-35).

Figura 18. Células Ascl1* comienzan a

Ascl1 Gata3 Ascl1Pkd2|1 | expresar marcadores de CSF-cN.

A ' B A) Inmunohistoquimica contra Ascll y Gata3
!
145 |

en E14.5 (A) o contra Ascl1 y Pkd2l1 en E15.5

(B). Magnificaciéon de la zona ventricular a la

i altura del dominio p2. Los progenitores Ascl1*

Para confirmar que las células Ascl1* del tubo neural ventral tardio se diferencian en

encienden la expresion de Gata3 y Pkd2l1
(puntas de flecha). El 43+18% de las
CSF-cN/Pkd211* (n=94 células, 4 embriones)
E15.5 expresan Ascli. Barras de escala 10 pm.
Ventriculo a la izquierda.

CSF-cN, realizamos experimentos de seguimiento de linaje de corto alcance. Utilizamos
la linea de ratones knock in Ascl1°®ER junto con el reportero de la recombinacién
CAG:floxSTOP-tdTomato (Figura 10, Kim et al., 2011; Madisen et al., 2011). En esos
ratones la expresion de la recombinasa Cre se encuentra bajo el control transcripcional
de Ascli. La proteina Cre fusionada al dominio de unién a ligando del receptor de
estrégenos, es retenida en el citoplasma y solo trasloca al nucleo ante la administracion
del ligando sintético tamoxifeno. Una vez en el nucleo, la recombinacion permite la
expresion de la proteina roja fluorescente Tomato. De esa forma, solo las células que
expresaron Ascli en el momento de la administracién de tamoxifeno se marcan de

manera indeleble con Tomato.
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Ascl1¢ER-CAG:floxSTOP-tdTomato
Tam@E13.75 >E14.5

Ascl1 (Tomato) Sox9 |[TomatoGata2

Figura 19. Progenitores Ascl1* en E13.75 se diferencian en células con las caracteristicas
de las CSF-cN.

Embrion E14.5 Ascl1°®EF;CAG:floxSTOP-tdTomato;Gata3*? en el que se indujo la recombinacion en
E13.75 (83mg i.p. de Tam por hembra prefiada). A-C) Inmunohistoquimica sobre una seccidn transversal
de la médula espinal con anticuerpos contra Tomato y Sox9. En la mitad dorsal las células Tomato*
migran fuera de la zona ventricular Sox9* (A), mientras que en la region ventral, permanecen asociadas
a la superficie ventricular (puntas de flecha). Se detectan células en la regién intermedia (puntas de
flechas llenas, B) y en la regién adyacente a la placa del piso (pp, puntas de flecha vacias, C). B-E) Las
células Tomato* apagan la expresién de Sox9 (B-C) y encienden la de Gata2 (D) y Gata3 (E, detectado
con anticuerpo contra B-Gal), sugiriendo que son CSF-cN. F-G) Inmunohistoquimicas contra Tomato,
Foxa2 y Nkx2-2 (F) o Tomato y Nkx6-1 (G). Se detectan células Tomato* en las dos fuentes de
CSF-cN: adyacentes a la placa del piso (F, puntas de flecha vacias), y en el dominio p2/pOL (G, puntas
de fecha llenas). Las magnificaciones en F' y G’ muestran la colocalizacion entre Tomato vy
Foxa2/Nkx2-2 o Nkx6-1, respectivamente. Barras de escala 10 um excepto 50um en A.

Administramos una dosis Unica de tamoxifeno a hembras prefiadas entre E13.5y E13.75,
y analizamos la evolucion de las células Ascl1* marcadas un dia después, en E14.5
(Figura 19). La dosis de tamoxifeno utilizada fue baja para garantizar la marcacion de
unas pocas ceélulas y el mejor seguimiento de las mismas. El estadio de induccion y la

dosis fueron definidos basados en experimentos que seran presentados mas adelante en
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la tesis. Como se observa en la figura 19A, detectamos proteina Tomato en la mitad
dorsal de la médula espinal y en algunas células ventrales, lo que reproduce la expresion
endodgena de Ascl1 en E13.5 mostrada en las figuras 15 y 16. Observamos que en el
tubo neural dorsal, las células Tomato® se encuentran migrando fuera de la zona
ventricular, en regiones negativas para Sox9 (Figura 19A, flecha), lo cual indica que
Ascl1 precede inmediatamente la diferenciacion neuronal. Por el contrario, en el tubo
neural ventral E14.5 encontramos células Tomato* que permanecen ancladas a la
superficie ventricular a través de un proceso delgado, que es una morfologia
reminiscente de las CSF-cN (Figura 19A, puntas de flecha y Figuras 19B-E).

Una inspeccion mas detallada de las células Tomato*, muestra que, a pesar de estar
embebidas en la zona ventricular Sox9*, expresan niveles bajos o nulos de dicho factor
de transcripcidn, consistente con su silenciamiento en el proceso de diferenciacion
neuronal y la ausencia de Sox9 en las CSF-cN (Figuras 19B-C). Adicionalmente, las
células Tomato* comienzan a expresar los genes Gata3 y Gata2 (Figuras 19D-E, Gata3
detectado por inmunohistoquimica contra B-Gal utilizando el alelo reportero Gata3-2%).
En la figura 19D mostramos dos células Tomato* con la morfologia caracteristica de las
CSF-cN contactando la superficie ventricular, donde una sola de ellas expresa Gata2 lo
gue sugiere que su expresion esta iniciandose. Por incompatibilidad de los anticuerpos y
una insuficiente acumulacion de la proteina Tomato para su observacion directa, no fue
posible analizar la marca de Tomato y Pkd2I1 de manera de probar irrefutablemente que
se trata de CSF-cN. Sin embargo, la ausencia o reducidos niveles de Sox9, y la
expresion de Gata2 y Gata3 son evidencias fuertes de que al menos algunos

progenitores Ascl1+* se diferencian en neuronas del canal central.

La expresion de Tomato fue detectada en células ventrales con morfologia CSF-cN tanto
en la region intermedia, correspondiente a los dominios p2/pOL (Figuras 19A-B, puntas
de flecha llenas), como en el extremo mas ventral (Figuras 19A,C, puntas de flecha
vacias). Especificamente, detectamos células Tomato*, derivadas de progenitores Ascl1+,
en la interfase entre la placa del piso (marcada con Foxa2) y el dominio p3 que expresa
Foxa2 y Nkx2-2, consistente con el subgrupo CSF-cN” (Figuras 19F-F’, puntas de flecha
vacias). Por otro lado, las células Tomato* de la region intermedia expresan Nkx6-1,
caracteristica congruente con su pertenencia al subgrupo CSF-cN’ (Figuras 19G-G’,

puntas de flecha llenas).

En resumen, nuestros experimentos de seguimiento de corto alcance demuestran que

progenitores que expresan Ascl1 entre E13.5-E13.75 se diferencian tanto en CSF-cN’
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como en CSF-cN”. Esos resultados, junto con los presentados anteriormente, sefialan
que existen progenitores Ascl1* tardios en el neuroepitelio gliogénico y que, al menos

algunas de esas células, se diferencian en neuronas del canal central.

Las células ventriculares Gata3* son precursores de las CSF-cN

Durante la caracterizacion de los progenitores Ascl1+* tardios encontramos que esas
células expresan el factor de transcripcion Gata3. Como fue mencionado en la
Introduccién, las CSF-cN comparten con las interneuronas V2b la expresion de las
proteinas Gata2 y Gata3. Sin embargo, hemos demostrado que las CSF-cN constituyen
una poblacion de linaje independiente de las V2b, que se genera en momentos diferentes
y su especificacion esta controlada por mecanismos genéticos distintos (Petracca et al.,
2016). Teniendo en cuenta que tanto Ascl1 como Gata3 estan asociadas al dominio p2
temprano y a la generacion de neuronas V2 (Del Barrio et al., 2007; Karunaratne et al.,
2002; Peng et al., 2007), evaluamos la relacion entre ambas proteinas durante la
especificacion de las V2b y las CSF-cN.

Con el objetivo de determinar si la coexpresion de Ascl1 y Gata3 es especifica del linaje
de las CSF-cN o si ocurre también en el dominio p2 temprano, realizamos
inmunohistoquimicas contra ambos factores de transcripcion entre los estadios E12.5 y
E14.5 (Figura 20). En embriones E12.5, cuando los progenitores p2 estdn aun generando
neuronas V2, observamos una escasa coexpresion de Ascl1 y Gata3. Ascl1 se expresa
dentro de la zona ventricular, mientras que Gata3 esta presente en células postmitéticas
V2b abandonando la zona proliferativa (Figura 20A). Ese patron se mantiene en E13.5,
cuando la neurogénesis temprana se esta extinguiendo y los progenitores ventrales
cambian su competencia para producir células gliales, ependimocitos y CSF-cN (Figura
20B, Altman et al., 1984; Petracca et al., 2016; Rowitch et al., 2010). Sin embargo, en
E14.5, cuando las neuronas V2b Gata3* han migrado a la region lateral de la médula
espinal (comparar las Figuras 21A y D), observamos células Gata3* inmersas en la
region ventricular que coexpresan Ascl1 (Figuras 20C-D). Esa coexpresién, solo
observada en E14.5, es propia de la especificacion neuronal tardia de las CSF-cN, y
opuesta a lo que ocurre con las neuronas V2b, en cuya secuencia de diferenciacién la
regulacion negativa de Ascl1 precede la expresion postmitotica de Gata3 (Peng et al.,
2007). Adicionalmente, constituye una nueva evidencia de la independencia de los linajes
V2b y CSF-cN. Por ultimo, dado que los progenitores de las CSF-cN proliferan y
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expresan Ascl1 entre los estadios E13.5 y E14, y que solo un dia después detectamos
expresion de Gata3 en los mismos, proponemos que Ascll y Gata3 se expresan

secuencialmente en el linaje de las CSF-cN.

2

D

E12.5 E13.5 7 E14.5

[42]
[=]

% células Gata3*tAscl1*

Gata3 Asclt

E12.5 E13.5 E14.5

Figura 20. Ascl1 y Gata3 se coexpresan en progenitores tardios.

A-C) Secciones transversales de tubo neural en estadios E12.5 (A), E13.5 (B) y E14.5 (C) tefiidas con
anticuerpos contra Ascll y Gata3. Magnificaciones de la zona ventricular p2 (ZV), ventriculo a la
izquierda. En el estadio neurogénico se observan células Gata3* saliendo de la ZV y no se detecta
coexpresion con Ascl1 (A). Lo mismo ocurre en E13.5 cuando ya se extinguié la neurogénesis
temprana (B). A E14.5 se distinguen células Gata3* en la zona ventricular que expresan también Ascl1
(C), asociado a la generacion de CSF-cN. D) Proporciéon de células Gata3" expresando Ascl1 en la
zona ventricular (E12.5: n=264 células, 3 embriones; E13.5: n=394 células, 3 embriones; E14.5: n=182
células, 5 embriones). Barras media+DE. Barras de escala 10 pm.

A continuacién, nos preguntamos en qué momento del proceso de diferenciaciéon de las
CSF-cN comienza la expresion de Gata3/2. Analizamos la expresion de los factores
Gata2 y Gata3, haciendo uso de las lineas de ratones reporteras Gata3-2°? y Gata2CFP,
en las que B-Gal y GFP reportan la expresion de Gata3 y Gata2 respectivamente (ver
Figuras 10-12 en Materiales y Métodos). Ya reportamos que Gata2 se expresa en las
CSF-cN simultaneamente con Pkd2l1 en el momento en que esas células adquieren su
identidad neuronal, a partir de E14.5 (Petracca et al., 2016).

Durante el desarrollo embrionario, los factores de transcripcién Gata2 y Gata3 presentan
un alto grado de coexpresion, tanto en el SN como fuera de él (Deneris et al., 2013;
Haugas et al., 2012; Hosoya et al., 2010; Karunaratne et al., 2002; Lahti et al., 2015;
Lillevali et al., 2004; Virolainen et al., 2012). En la médula espinal, las interneuronas V2
tempranas no son una excepcion. En ellas, Gata3 coincide con Gata2, tanto en las
neuronas en la zona del manto como en las células postmitdticas que abandonan la zona
ventricular (Figuras 21A-C,G, puntas de flecha llenas, Karunaratne et al., 2002). Se ha

reportado incluso que la expresion de Gata2 en precursores neuronales p2 precede la de
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Gata3 (Figuras 12,21C, puntas de flecha vacias, Karunaratne et al., 2002; Peng et al.,
2007).

Gata3-4°;Gata2¢"
Gata2(GFP) Gata3(p—Gal) G E13.5 H E14.5
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Figura 21. Gata3 se expresa en precursores postmitéticos de las CSF-cN.

A-C) Médula espinal de embriones E13.5 Gata3'%°?;Gata2®" tefiidas con anticuerpos contra GFP y
B-Gal. Se observan células GFP*/B-Gal* migrando fuera de la zona ventricular (ZV, C) y ubicadas
ventrolateralmente (V2b, B). En ambos casos p-Gal siempre colocaliza con GFP (puntas de flecha
llenas). En C se observan algunas células GFP* saliendo de la ZV que aun no encendieron la expresion
de Gata3 (B-Gal, puntas de flecha vacias). D-F) Secciones transversales de médula espinal E14.5 de
embriones de igual genotipo que en A tefiidas contra Ascll, GFP y B-Gal. En la zona del manto se
observan neuronas V2b que coexpresan Gata3/B-Gal y Gata2/GFP (E, puntas de flecha llenas). En la
ZV se detectan células Gata3/pB-Gal* que expresan Ascl1 y son negativas para Gata2/GFP (F, puntas
de flecha llenas). Las puntas de flecha vacias sefialan células Gata3/B-Gal* que ya apagaron Ascl1 y
encienden Gata2/GFP. G-H) Porcentaje de células Gata3/B-Gal* expresando Gata2/GFP en E13.5 0 en
E14.5, dentro de la ZV o fuera de ella (V2b) (E13.5: n=692 células, 1 embrion; E14.5-ZV: n=61 células,
3 embriones; E14.5-V2b: n=326 células, 2 embriones). I-J) Inmunohistoquimica contra p-Galy BrdU en
animales Gata3'%? E14.5 a los que se les administré BrdU 6hs antes de la preparacién del tejido (2
pulsos cada 3hs a las hembras prefiadas). No se detectan células B-Gal* en proliferacion, sugiriendo
que Gata3 se expresa en precursores postmitéticos (n=93 células, 3 embriones). Porcentaje de células
marcados en J. Barras media+DE. Barras de escala 30 pm.
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En la zona ventricular tardia (E14.5) detectamos células Gata3/pB-Gal* que expresan
Ascl1, lo cual es consistente con la diferenciacion que proponemos para las CSF-cN. La
mayoria de esas células carece aun de Gata2/GFP (74+21%, Figuras 21D,F, puntas de
flecha llenas, H), a diferencia de las V2b en la zona del manto (Gata2/GFP+,
Gata3/p-Gal*, Figura 21E, puntas de flecha). Por lo tanto, mientras que en las neuronas
V2 tempranas la expresion de Gata2 en los precursores es seguida prontamente por
Gata3, durante la diferenciacion de las CSF-cN la secuencia es la contraria. En la figura
21F observamos ademas células Gata3* que ya no expresan Ascli y encendieron la
expresion de Gata2 (puntas de flecha vacias), lo que sugiere que la expresién de Gata2
en el proceso de diferenciacion neuronal esta acompanada por la regulacion negativa de
Ascl1 (Figura 22).

Por ultimo, nos preguntamos si las células Gata3/B-Gal* en la zona ventricular E14.5
retienen capacidad proliferativa. Con ese objetivo administramos BrdU 6 horas antes de
la preparacion del tejido (2 pulsos cada 3hs) y analizamos la marcacion de Brdu en las
células Gata3+*. Las células Gata3* no mostraron incorporacion de BrdU en esas
condiciones (91+15%, Figuras 21I-J), lo que sefiala que Gata3 se expresa en
precursores postmitoticos comprometidos con el linaje de las CSF-cN que aun no

completaron su diferenciacion (Figura 22).

E135 E145 Figura 22. Ascll y Gata3 se
expresan secuencialmente en la

m especificacion de las CSF-cN.
—_ BTN Pkd2I1 Los resultados presentados indican
Gata2 que Ascl1 se expresa en progenitores
Pr - Pr _—_— ventrales en las coordenadas a partir
ogenitores ecursores CSF-cN

tardios postmitéticos de las cuales se generan las CSF-cN
en E13.5. Un dia después se enciende

la expresion de Gata3 en precursores postmitéticos, que finalmente encienden Gata2 y Pkd2I1.

Nuestros experimentos nos permiten proponer un modelo en el que Ascl1 se expresa en
progenitores tardios en division en E13.5 y que, una vez abandonado el ciclo celular,
encienden la expresion de Gata3 en primer término, seguida luego por Gata2 y Pkd2I1

una vez adquirida identidad neuronal (Petracca et al., 2016).

Es preciso aclarar que nuestros experimentos no garantizan que todos los progenitores
Ascl1* en E13.5 se diferencian en CSF-cN. Progenitores Ascl1* del neuroepitelio ventral
en estos estadios también estarian contribuyendo a la generacion de oligodendrocitos
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(Sugimori et al., 2008; Vue et al., 2014). Por otra parte, aunque nuestros experimentos
sustentan un modelo en el que las CSF-cN se generan a partir de progenitores Ascli+, el
hecho de que detectaramos expresion de Ascll en un bajo porcentaje de las CSF-cN
analizadas (Figura 18B) y observaramos células Gata3* o Gata2* negativas para
Ascl1/Tomato (Figuras 19E, 20D, 21D, y datos no mostrados), no nos permite asegurar,
por el momento, que la totalidad de las CSF-cN se diferencien a partir de progenitores
Ascli+.
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Il- ASCL1 CONTROLA LA ESPECIFICACION DE LAS CSF-CN

La generacion de las CSF-cN depende de Ascl1

Los resultados presentados en la seccidon anterior sugieren que Ascll se expresa en
progenitores tardios que dan lugar a las neuronas del canal central. Para determinar si el
factor de transcripcién Ascl1 participa en la diferenciacion neuronal tardia en la médula
espinal, evaluamos el desarrollo de las CSF-cN en animales mutantes nulos para Ascl1
(Figura 10, Guillemot et al., 1993b).

La delecion de Ascl1 es letal en estadios perinatales, por lo que realizamos los analisis
fenotipicos en E18.5, momento en el que el numero de CSF-cN ha alcanzado valores
similares a los encontrados en ratones neonatos (Petracca et al., 2016). Mediante
inmunohistoquimica, encontramos que los mutantes Ascl/1 carecen de células que
expresan Pkd2l1 (Figuras 23A-B,D). En particular, observamos que ambas
subpoblaciones de CSF-cN, las CSF-cN’ de ubicacion lateral, y las CSF-cN” ventrales al

canal central, estan ausentes en los animales Asc/1”- (Figura 23E).
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Figura 23. No existen neuronas Pkd2l1* en mutantes Ascl1

A-C) Secciones transversales de médula espinal E18.5 tefidas con anticuerpo contra Pkd2l1 para
detectar las CSF-cN en animales wild type (A), Ascl1 knock out (KO) (B) o Ascl1KNeureg2 (C), Se sefialan
los dos subgrupos de CSF-cN. D-E) Células Pkd2l1* por seccién. Cuantificacion de las CSF-cN totales
(D) o segun su localizacion alrededor del canal central (cc, E). No se detectan células Pkd2l1* en los
animales mutantes. El reemplazo por Neurog2 no rescata el fenotipo (wt. 42 secciones, 4 embriones;
Ascll KO: 29 secciones, 2 embriones; Ascl1 KiI-Neurog2: 29 secciones, 2 embriones). Barras
media+DE. *** p<0.001 comparado con el wild type, prueba de Kruskal-Wallis y comparacién multiple
de Dunn. La linea de puntos sefiala el cc. Barras de escala 10 pm.

Ascl1 es una proteina proneural responsable de la produccion de multiples clases de
neuronas (Casarosa et al., 1999; Guillemot et al., 1993b; Helms et al., 2005). Sin

embargo, mas alld de esa funcidon proneural, compartida con otros factores de
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transcripcién que contienen bHLH (Neurog1-2, Atoh1, entre otros), también ha sido
reconocido como un determinante en la adquisicion de identidades neuronales
especificas (Fode et al., 2000; Grimaldi et al., 2009; Kriks et al., 2005; Parras et al., 2004;
Pattyn et al., 2004; Wildner et al., 2006, entre otros). Para evaluar si la ausencia de
células Pkd2l1* en los mutantes de Ascl1 se debe solamente a una alteracion en la
neurogénesis, analizamos los animales Ascl1K-Neuog2' en los cuales la region codificante
de Ascl1 estd reemplazada por la de otro gen proneural, Neurog2 (ver Figura 10 en
Materiales y Métodos). Esa linea de ratones ha permitido distinguir entre las funciones
neurogénica o de especificacion, bajo la premisa de que la funcidon neurogénica es
compartida con Neurog2, mientras que el rol en la adquisicion de identidades es
especifico para cada una de las proteinas bHLH (Jacob et al., 2009; Parras et al., 2002;
Wildner et al., 2006). En los animales homocigotas Ascl1X-Neurcg2 encontramos un fenotipo
similar al del mutante Ascl1, lo que indica que la capacidad neurogénica de Neurog2 no
es suficiente para suplantar la funcion de Ascl1 (Figuras 19C-E). Ese resultado sugiere
que Ascl1, mas alla de su rol neurogénico, cumple un papel esencial en la especificacion

de las CSF-cN, relacionado con la adquisicion de esa identidad.

Dado que la ausencia de células que expresen Pkd2I1 en los mutantes Asc/1 podria
reflejar una regulacion negativa de la expresion del canal (Figura 24A) y no
necesariamente implicar la ausencia de CSF-cN, evaluamos otros marcadores que
caracterizan a las neuronas del canal central espinal. Las CSF-cN expresan también la
policistitina Pkd112, que se propone como necesaria para formar un canal funcional en la
membrana junto con Pkd2l1 (Petracca et al., 2016; Semmo et al., 2014). Mediante
hibridacién in situ, encontramos que los mutantes Asc/1 no expresan Pkd112 en la médula
espinal, en contraposicion con ratones wild type (Figura 24C). Adicionalmente,
analizamos la expresion de los factores de transcripcion Gata3 y Gata2 en la region del
epéndima, indicadores de la identidad de esa clase neuronal. Al igual que para Pkd2l1 y
Pkd112, no detectamos expresion de Gata2 ni de Gata3 alrededor del canal central en
Ascl1” en E18.5 (Figuras 24D-E). Esos ensayos fueron realizados mediante
hibridaciones in situ y utilizando los alelos reporteros Gata2¢* y Gata3-2*?, en los que,
como mostramos en las secciones anteriores, las proteinas GFP y B-Gal reproducen la
expresion de Gata2 y Gata3 respectivamente. Para probar de manera definitiva la
ausencia de neuronas en contacto con el CSF, analizamos la presencia de procesos
Blll-tubulina* atravesando el epéndima del canal central, ya que las CSF-cN son las
unicas neuronas con esta caracteristica (Orts-Del'lmmagine et al., 2014; Petracca et al.,

2016; Stoeckel et al., 2003; Vigh et al., 1971). Mientras que en los animales wild type se
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distinguen los somas de las CSF-cN y sus proyecciones Blll-tubulina* hacia el lumen a
través de la capa ependimaria, dichos procesos estdn mayormente ausentes en el canal

central de ratones Asc/1” (Figura 24B).

Wild type | |Ascl1 KO Wild type| |Ascl1 KO

()

— s

X ©

S G

X N

0 _% }

© O] gg;ggf;? cia

=

=

'Q ™

= -

= >

= -

QA

e

| %
w

3D n X

© A : @)

O | )

Figura 24. Ausencia de CSF-cN en mutantes Ascl1.

Secciones transversales de médula espinal E18.5 wild type o Ascl1 KO en las que se detecta a las
CSF-cN mediante inmunohistoquimica contra Pkd2l1 (A), Blll-tubulina (B), GFP y p-Gal (animales
Gata2%"F;Gata3"*?, E), o mediante hibridacion in situ con sondas para Pkd112 (C) y Gata2 (D). En los
mutantes Ascl1 no se observan células Pkd2l1*, ni procesos Blll-tubulina*® atravesando el epéndima (A-
B). Tampoco se detecta mRNA de Pkd1l2 ni Gata2 alrededor del canal central (cc, C-D), ni células
Gata2/GFP*,Gata3/p-Gal*. En las tinciones contra Nkx6-1 (F) y Sox2/Sox9 (G) se puede observar que
el epéndima alrededor del cc se forma normalmente. En los animales wild type se observan células con
niveles altos de Nkx6-1 (flechas en F) que coinciden con células Pkd2I1* (en verde en el recuadro),
mientras que los tejidos mutantes son mas homogéneos. Adicionalmente, se sefalan células
Sox2*,Sox9 (flechas en G, recuadros), ausentes en los Ascl1”. La linea de puntos sefala el cc. Barras
de escala 20 pm.

Por ultimo, no observamos diferencias cualitativas importantes en la expresion de los
marcadores ventriculares Nkx6-1, Sox2 y Sox9, lo cual sugiere que la arquitectura del
canal central no presenta alteraciones notables en los mutantes y que, por lo tanto, la
ausencia de las CSF-cN no debe atribuirse a defectos en la formacién del canal central

(Figuras 24F-G). Adicionalmente, el andlisis mas detallado de esas proteinas evidencia la
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ausencia de las CSF-cN en la médula espinal Ascl1”. En los animales wild type, Nkx6-1
se expresa de manera heterogénea, alcanzando niveles mas intensos en las CSF-cN que
en los ependimocitos (Figura 24F, flechas). En los mutantes no observamos células con
alto nivel de expresion de Nkx6-1. Por otro lado, en los animales control, la region del
epéndima contiene células Sox2+*/Sox9 que corresponden a las CSF-cN y se distinguen
de las células ependimarias que expresan las dos proteinas (Figura 24G, flechas). Sin
embargo, en los mutantes Ascl/1, todas las células que rodean el canal central expresan
ambos factores Sox, lo que interpretamos como una confirmacién adicional de que la

médula espinal de ratones mutantes para Asc/1 carece de CSF-cN.

En su conjunto, esos resultados sugieren que Ascl1 cumple una funcién esencial en la
generacion de las CSF-cN de la médula espinal. Sin embargo, es posible que Ascl1 no
controle la especificacion de las CSF-cN sino que ese factor de transcripcion sea
importante para la sobrevida de las neuronas Pkd2l1+ producidas y no para el inicio de su
diferenciacién. Para analizar esa posibilidad, observamos el tubo neural de mutantes

Ascl1 E14.5, momento en que las CSF-cN estan comenzando a aparecer.
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Figura 25. Las CSF-cN no se generan en los mutantes Ascl1.

A-B) Inmunohistoquimica contra Pkd2I1 en tubos neurales E14.5 wild type y Ascl1 KO. Las puntas de
flecha sefialan CSF-cN Pkd2I11* en el wild type, no detectadas en el mutante. El recuadro muestra que
también expresan Gata2/GFP (embriones Gata2®™). B) Células Pkd2l1* por seccién (17 secciones para
cada uno). C-D) Tincion contra B-Gal y GFP en animales E14.5 Gata2¢;Gata3"?;Ascl1** o Ascl1”.
En ambos casos se observan células Gata2/GFP*,Gata3/B-Gal* fuera de la zona ventricular (ZV,
senalada con linea punteada) correspondientes a las interneuronas V2b. La punta de flecha en el wild
type senala células Gata3/p-Gal* en la ZV, ausentes en los mutantes Ascl/1. C) Células Gata3* por
seccion (wild type: 9 secciones, Ascl1 KO: 12 secciones, 2 embriones cada uno). Barras media+DE.

*** p<0.0005, prueba de Mann-Whitney. Barras de escala 20 pm.

En E14.5, en animales wild type conteniendo el alelo Gata2%F, detectamos solo unas
pocas neuronas Pkd2I1+,GFP+ por seccién. Por el contrario, en los embriones
Ascl17;Gata25P, no observamos expresion de Pkd2l1 ni de GFP en células asociadas a

la superficie ventricular, lo cual indica que las CSF-cN no se producen en ausencia de
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Ascl1 (Figuras 25A-B). Adicionalmente, en los mutantes Asc/1 E14.5, observamos una
menor expresion de Gata3 en la zona ventricular, detectada a través de p-Gal (Gata3-3%,
Figuras 25C-D). Esos resultados no solo demuestran la funcién de Ascl1 en el inicio de la
especificacion de las CSF-cN, sino que también sustentan la idea de que Ascl1 y Gata3
se expresan secuencialmente y que Ascl1 regula la expresiéon de Gata3 en el curso de la
diferenciacion de las CSF-cN. De esa manera se refuerza el modelo propuesto en el que
Gata3 se encuentra rio abajo de Ascl1 en la especificacion de las CSF-cN (Figura 18).

Los resultados presentados hasta el momento sugieren que progenitores Ascl1* en E13.5
contribuyen con la generacion de las CSF-cN y que Ascl1 es necesario para la
neurogénesis tardia en la médula espinal que da origen a esa clase neuronal. Con el
objetivo de profundizar el andlisis de la relacion de Ascl1 con la especificacion de las
CSF-cN, evaluamos animales con fondos genéticos que presentan distinta actividad de
Ascl1. Determinamos en ellos la expresion de Ascl1 en la médula espinal ventral en

E13.5 y su relacion con el numero de CSF-cN encontrado en E18.5.

En primer término, los animales heterocigotas Ascl/1*- cuentan con una sola copia del
gen, lo que, en algunos casos, se traduce en niveles reducidos de la proteina.
Adicionalmente, contamos con la linea Asc/1%* que contiene sitios loxp flanqueando la
region codificante de Ascl1 (Pacary et al., 2011). Rio abajo de los dos exones del gen de
Ascl1 y de la secuencia terminadora de la transcripcion, la construccién contiene la
proteina fluorescente Venus y un cassette de resistencia a neomicina bajo el promotor
fuerte PGK (Figura 10). Si bien esa linea fue disefada para eliminar Asc/1 de manera
condicional dependiente de Cre, la modificaciéon introducida en el locus Ascl1 resulté en
menores niveles de expresion debido a la interrupcion de enhancers o regiones
regulatorias, o, mas probablemente, al reclutamiento masivo de la maquinaria
transcripcional al promotor PGK limitando la expresion de Ascl1 por impedimento estérico
o0 competencia. En particular, se ha observado que el giro dentado del hipocampo de
ratones Ascl17¥fox adultos y juveniles presenta niveles reducidos de Ascl1 (ain en
ausencia de la recombinasa Cre), tiene una menor cantidad de progenitores neurales y
exhibe neurogénesis adulta disminuida (Andersen et al., 2014). Sin embargo, dada la
sobrevida de los animales, se asumia que la modificacion Ascl1?* no afectaba la

neurogénesis en el embridon (Andersen et al., 2014).
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Figura 26. Las CSF-cN generadas dependen de la expresién de Ascl1 en E13.5.

A-D) Secciones de médula espinal wild type, Ascl1*- (heterocigota), Ascl1™¥x o Ascl1”- E18.5 (A) o
E13.5 (C) tefidas con anticuerpos contra Pkd2l1 o Ascl1 respectivamente. Los corchetes en C sefalan
el dominio ventral de expresién de Ascl1. B) Numero de CSF-cN por seccidn (wild type: 31 secciones, 2
embriones; Ascl1 het.: 18 secciones, 3 embriones, Ascl1¥ex. 25 secciones, 3 embriones). D) Células
Ascl1* por hemiseccion (wild type: 33 secciones, 2 embriones; Ascl1 het.: 12 secciones, 1 embrién,
Ascl1oxox. 38 secciones, 2 embriones). Se observa una correlacion entre el niumero de CSF-cN en
E18.5 y progenitores Ascl1* en E13.5. Barras media+DE. *** p<0.001, * p<0.05, n.s. no significativo
comparado con el wild type, prueba de Kruskal-Wallis y comparaciéon multiple de Dunn. La linea de
puntos senala el cc. Barras de escala 20 pm.

Mediante inmunohistoquimica encontramos, en los embriones heterocigotas Ascl1*-, una
tendencia (aunque no significativa) hacia un menor numero de células Ascl1* en el tubo
neural ventral E13.5 respecto de los animales control (Figuras 26C-D). Esa tendencia se
correlaciona con una menor cantidad de neuronas Pkd2l1* en la médula espinal perinatal
(66% respecto de los ratones wild type; Figuras 26A-B). De manera mas contundente, los
animales Ascl/1fo¥fox  muestran una reduccion importante y significativa del niumero de
células que expresan altos niveles de Ascl1 en E13.5 (Figuras 26C-D) y un numero
menor de células Pkd2l1+* en E18.5 (33% respecto de los embriones control; Figuras
23A-B). Esos resultados establecen una correlacion entre la cantidad de progenitores
que expresan altos niveles de Ascl1 en la médula espinal ventral E13.5 y la cantidad de
CSF-cN generadas a partir del neuroepitelio ventral tardio. Asimismo, este analisis
enfatiza la necesidad de expresion de Ascl1 por encima de un umbral (niveles altos) en
los progenitores tardios del neuroepitelio ventral para instruir su diferenciacion neuronal e

iniciar el programa de especificacion de las CSF-cN.
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Es posible que la relacidon funcional entre Ascl1 y la diferenciacion de las CSF-cN se
encuentre conservada en otras especies amniotas. En el pollo, por ejemplo, las CSF-cN
también aparecen tardiamente durante la etapa gliogénica (Petracca et al., 2016). En
esos embriones, la expresion de Ascl1 se mantiene en estadios tardios y en los dominios

de origen de las CSF-cN, de forma similar a lo encontrado en el ratén (no mostrado).

Ascl1 es necesario para generar las CSF-cN tardias de amniotas

Teniendo en cuenta que las CSF-cN estan conservadas en todas las especies de
cordados analizadas (Vigh et al., 1998; Vigh et al., 1977), decidimos evaluar si Ascl1
también es requerido para la especificacion de esa clase neuronal en otras especies de
vertebrados. Analizamos entonces lo que ocurre en el pez cebra, como ejemplo de

vertebrado no amniota.

Como consecuencia de una duplicacion génica masiva en el linaje de los teledsteos
(Glasauer et al., 2014), el pez cebra tiene dos homélogos de Ascl1: asclla y asclib.
Cada uno de ellos presenta un patrén distintivo de expresion en el eje dorso-ventral del
tubo neural, con ascl1a presente en la regién ventral y ascl/1b fundamentalmente
restringido a la zona ventricular intermedia y dorsal (Allende et al., 1994). Esa distribucion
sugiere que en el caso de que Ascl1 controlara la especificaciéon de las CSF-cN
(neuronas KA) en pez cebra, dicha regulacion seria ejercida por el pardlogo asclia.
Gracias a la colaboracion de Matthias Hammerschmidt de la Universidad de Colonia,
Alemania, que cuenta con la linea deficiente en ascl1a, se evalué la presencia de
CSF-cN en embriones de pez cebra. Se trabajé con embriones de la linea pia, mutantes
para ascl1a (Pogoda et al., 2006), y se identificé a las CSF-cN por hibridacion in situ para
pkd2l1 en embriones 24hpf (horas postfertilizacion). Los embriones mutantes ascl1a
fueron identificados mediante la ausencia de sefal de pr/ (prolactina, sonda usada
simultaneamente junto con pkd2/1), ya que el desarrollo de la adenohipdfisis depende de
ascl1 (Pogoda et al., 2006). En los embriones mutantes ascl1ia se observo que las
células pkd2/1* se distribuyen a lo largo del tubo neural de forma similar que en los
animales control (Figura 27). Adicionalmente, se regulé negativamente ascl/1b mediante
el uso de un morfolino especifico (5- TCGTAGCGACGACAGTTGCCTCCAT-3,
GeneTools LLC). No se observaron diferencias en la disposicion de las CSF-cN, en los

embriones wild type o mutantes ascl1a tratados con morfolino, respecto de embriones
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control (no mostrado). Esas observaciones demuestran que ascl/lT no controla la

diferenciacion de las CSF-cN en el pez cebra.

pk d2|1 ( C SF-CN) Figura 27. Ascl1 no controla la generacion de

CSF-cN en pez cebra.

Embriones de pez cebra 24 hpf wild type o mutantes

GSF-cN ascl1a. Se realizaron simultaneamente hibridaciones in

_'F*""’-*-m.-u, o = situ contra pkd2I1 y prolactina (prl). prl se expresa en la
- - adenohipdfisis (recuadros, punta de flecha), ausente
. ) |" = e R en los mutantes ascl1a, lo que permite identificar a los
prif s 24 hpf | mutantes. prl no se expresa en la médula espinal. En el

tubo neural se observan dos hileras de células pkd2l1*

correspondientes a las CSF-cN’' y CSF-cN” (flechas).
y e T La cantidad y distribucion de células pkd2I1* fue similar

en los animales control y mutantes.
e o
prl| ™= 24 hpt

Como fue mencionado en la Introduccién, a diferencia de lo que ocurre en ratdn y pollo

asclia KO||wild type

(Petracca et al., 2016), en el pez cebra y en la rana la generacién de las CSF-cN es
producto de la neurogénesis temprana. En ambas especies se ha descripto que la
generacion de esas neuronas ocurre simultdneamente con la aparicion de las
motoneuronas primarias y otras interneuronas, y precede a la especificacion glial que
ocurre en estadios mas avanzados del desarrollo (Binor et al., 2001; Dale et al., 1987a;
Park et al., 2004; Seredick et al., 2014; Shin et al., 2007; Yeo et al., 2007). Eso supone
una heterocronia en la secuencia del desarrollo de las neuronas espinales entre los
amniotas y los no amniotas, que podria reflejar distintos usos o adaptaciones evolutivas
(Smith, 2003).

Hipotetizamos que Ascl1 esta especificamente asociado con el desarrollo de las CSF-cN
de amniotas, proceso que ocurre en etapas embrionarias avanzadas. La participacion de
Ascl1 en el comienzo del programa genético podria representar un requisito fundamental
para la neurogénesis en un entorno gliogénico, con funciones extensivas al proceso de
especificacion en si mismo. En base a esas observaciones proponemos que la
heterocronia en el desarrollo de las CSF-cN y la funcién de Ascl1 en su diferenciacion

estan asociadas. La demostracion de una relacién causal requerira de mayor estudio.
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Ascl1 actua sobre los progenitores ventrales tardios para dirigir la

diferenciacion de las CSF-cN

Si nuestra hipétesis de que Ascl1 desencadena la diferenciacion neuronal tardia en la
médula espinal ventral de amniotas es correcta, predecimos que Ascl1 debe actuar en el
comienzo de la especificacion de las CSF-cN y no antes. Eso cobra particular relevancia
por el hecho de que Ascll se expresa en el neuroepitelio ventral desde estadios
tempranos (~E10.5, Figuras 15A y 28A-B), por lo que el fenotipo hallado en los mutantes
nulos de Ascl1 podria ser consecuencia de acciones previas al inicio de la especificacion
de las CSF-cN.

Por ejemplo, es posible que en el neuroepitelio temprano (E10.5-E11.5), Ascl1 regule
distintos fendmenos, como la neurogénesis temprana, el balance de progenitores
disponibles tardiamente, la proliferacion de los progenitores neurales, o el patterning del
neuroepitelio (Figura 28C). Cualquiera de esos escenarios podria conducir a deficiencias
en la diferenciacion neuronal posterior que cuestionan nuestra hipétesis de Ascl1 como

determinante de la neurogénesis tardia.

E11.5 E13.5 E13.5 E18.5
A o~
Asclt
— F| —
n

< - Neurogénesis temprana - Especificacion
- Proliferacién de progenitores - Funcion proneural
- Patterning

Figura 28. Ascl1 se expresa en el tubo neural ventral desde estadios tempranos.

A-B) Inmunohistoquimica contra Ascl1 en la médula espinal ventral E11.5 (A) o E13.5 (B). Ascl1 se
expresa en la médula espinal ventral desde estadios tempranos (E11.5), anteriores al desarrollo de las
CSF-cN (E13.5). C) Esquema mostrando la expresién de Ascl1 en ambos estadios. En cada uno, Ascl1
cumpliria funciones diferentes en la diferenciacion de las CSF-cN. La perturbacion de la expresion de
Ascl1 de manera controlada en el tiempo permite explorar esas funciones.

Planteamos entonces dos posibilidades, (1) que Ascl1 actie sobre el neuroepitelio
temprano y afecte los progenitores que se diferencian en CSF-cN tardiamente, o (2) que
Ascl1 efectivamente actue en los progenitores tardios, dirigiendo su especificacion en
CSF-cN.

Con el objetivo de distinguir entre esas dos alternativas, en primer lugar analizamos el
papel de Ascl1 en la neurogénesis temprana del tubo neural ventral. Teniendo en cuenta

que Ascl1 se expresa en el dominio de progenitores p2 (Figura 15A), evaluamos la
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produccion de neuronas V2 en embriones mutantes Ascl/1 (Figura 29). Las interneuronas
V2 se generan simultaneamente con el resto de las interneuronas ventrales VO-V3 y las
motoneuronas, durante la etapa neurogénica que abarca los estadios E9.5-E12.5
(Briscoe et al., 2001; Karunaratne et al., 2002; Lundfald et al., 2007; Zhang et al., 2014).
Las V2 son un grupo heterogéneo de neuronas formado principalmente por las
interneuronas excitatorias V2a (Chx10*) y las inhibitorias V2b (Gata2/3*). Ambas
poblaciones se diferencian a partir de progenitores p2 en un proceso que depende de la
via de senalizacion de Notch (Del Barrio et al.,, 2007; Peng et al., 2007; Rocha et al.,
2009).

En embriones Ascl1” E11.5 encontramos que las neuronas V2a (Chx10*) y V2b
(Gata3/p-Gal* usando el reportero Gata3-2?) se distribuyen en la regién ventrolateral de
la médula espinal de manera similar a lo que ocurre en sus hermanos wild type (Figura
29A). El mismo resultado fue observado usando la linea Gata2¢FF, en la que las V2b se
identifican por la expresion de altos niveles de GFP (Figuras 29C,E). No encontramos
diferencias en la cantidad de neuronas V2a ni V2b entre los animales control y mutantes
(Figuras 29B,D). A E13.5, sin embargo, detectamos una disminucion del 30% en las
neuronas V2b identificadas por GFP en animales Ascl1”;Gata2GfFF en comparacion con
los controles (Figuras 29G-H). Obtuvimos resultados similares en estadios posteriores del
desarrollo (E16.5 y E18.5, no mostrado). Ese desbalance entre las neuronas V2a y V2b
en ausencia de Ascl1 es el resultado indirecto de la modulacion de la via de Notch que
controla la decision entre ambos destinos (Li et al,, 2005; Peng et al., 2007). Debo
remarcar que los resultados de esos experimentos difieren cualitativa y cuantitativamente
de lo reportado en la literatura, que establecia una importante reduccion de la
diferenciacion de células V2 (Li et al., 2005; Parras et al., 2002). La repeticion de ese
analisis en varios estadios (E11.5, E13.5, E16.5 y E18.5) y la utilizacién de varios
marcadores de identidad V2, nos llevan a considerar que las conclusiones publicadas
previamente difieren de las de esta tesis, porque se basaron en el andlisis de estadios
muy tempranos (~E10.5), en los cuales comienza la produccién de neuronas V2 y, es
posible que, en la médula espinal de mutantes Ascl1. el desarrollo neuronal se encuentre

unas horas retrasado respecto de los animales wild type.

Como control adicional, analizamos en los embriones Asc/1” la produccion de
motoneuronas (Hb9* y Isl1/2*) sin encontrar alteraciones (Figuras 29E-F). En conclusion,
Ascl1 modula levemente los destinos neuronales del dominio p2 temprano, con una ligera
modificacion en la relacién entre neuronas excitatorias V2a e inhibitorias V2b en los

mutantes Ascl1. Debido a su reducida magnitud, consideramos que esos cambios no
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tienen consecuencias sobre el niumero de progenitores disponibles mas tardiamente para
la diferenciacién de las CSF-cN. Incluso si lo tuviesen, generarian un aumento en el

numero de progenitores disponibles que no explica la ausencia de las CSF-cN.
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Figura 29. La ausencia de Ascl1 afecta solo levemente el desarrollo de las neuronas
tempranas.

A-B) Secciones de tubo neural E11.5 Gata3-3°%;Ascl1* o Ascl1” tefiidas con anticuerpos para Chx10y
B-Gal para identificar a las interneuronas V2a 'y V2b respectivamente. No se observan diferencias en el
numero de neuronas por seccion (B,D). C-H) Secciones E11.5 (C-F) y E13.5 (G-H) Gata2®™ control o
Ascll KO tehnidas contra Chx10 y GFP (C-D, G-H) o Isl1/2, Hb9 y GFP (E-F) para detectar
interneuronas V2 y motoneuronas (MN). Solo en E13.5 se observa una disminuciéon en el nimero de
neuronas V2b en los mutantes Ascl1. Las motoneuronas no estan afectadas. Barras media+DE (células
por hemiseccion, 10 secciones, 2 embriones cada uno). ** p<0.01, n.s. no significativo, prueba de
Mann-Whitney. Barras de escala 50 pm.

Ademas de las funciones clasicas de Ascl1 relacionadas con su actividad proneural
(Guillemot, 2007; Parras et al., 2002; Pattyn et al., 2006), se encontrd mas recientemente
que Ascl1 regula la proliferacion de los progenitores, y que, tanto en el telencéfalo en
desarrollo como en el giro dentado adulto, la expresiéon disminuida de Ascl1 resulta en un
numero reducido de progenitores o células madre en division (Andersen et al., 2014;
Castro et al., 2011).

En base a esa observacioén, evaluamos la proliferacion en la zona ventricular de animales
mutantes Ascl/1 (Figura 30A) mediante la administracion de BrdU a hembras prefiadas
3hs antes de la diseccion de los embriones. La marcacion en E11.5 (no mostrado) o en
E13.5 (Figuras 30A-B) no arrojo diferencias en el numero de células que incorporaron
BrdU en la zona ventricular ventral. Adicionalmente, la organizacion dorso-ventral del
neuroepitelio, reportada por la expresion del gen Nkx6-1, no se encontré afectada en los
mutantes (Figuras 30A,C). Por ultimo, cuantificamos la cantidad de progenitores en la
zona ventricular ventral, identificados por la expresion de las proteinas Nkx6-1 y Sox9
(Figura 30D). No encontramos diferencias en la densidad de células progenitoras en los

71



RESULTADOS

mutantes Asc/1 (Figura 30E). Esos experimentos indican que el numero de progenitores
disponibles al comienzo de la etapa gliogénica en los mutantes Ascl/1 no difiere del
control, sin que se viera afectado por la perturbacion en la especificacion de las neuronas

Va.
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Figura 30. Ascl1 no controla la proliferacion de los progenitores ventrales ni la organizacion
del neuroepitelio.

A-C) Secciones transversales de embriones E13.5 que recibieron BrdU 3hs antes de la preparacion,
tefidas contra BrdU y Nkx6-1. B) Células BrdU* por hemiseccion en la regiéon ventral de la médula
espinal (Nkx6-1*). No se detectaron diferencias entre los individuos wild type y Ascl1”. C) Regién
dorso-ventral del neuroepitelio que expresa Nkx6-1 (sefalada con linea punteada en A). No se
observaron diferencias en la organizacién de la zona ventricular wild type vs. Ascl1 KO.

D-E) Magnificaciones de la zona ventricular Nkx6-1*. Se observé un numero similar de progenitores
entre genotipos. Cuantificacion relativizada a 25pym de apertura ventricular. Barras media+DE (10-20
secciones cada uno). n.s. no significativo, prueba de Mann-Whitney. Barras de escala 50um en A, 10
pm en D.

Los resultados indican que la proliferacion de los progenitores espinales no depende de
Ascl1 y permiten concluir que la diferenciacion alterada de las CSF-cN en los embriones
Ascl1” no es consecuencia de acciones previas del factor de transcripciéon que

conduzcan a defectos del neuroepitelio ventral.

Para demostrar de manera contundente que la actividad de Ascl1 en estadios tardios es
la responsable de la ausencia de las CSF-cN en los mutantes Ascl/1, disefamos
abordajes para eliminar de manera temporal selectiva la expresion de Ascl1 (Figura 28).
Realizamos dos experimentos genéticos complementarios en los cuales la funcion de
Ascl1 fue afectada solo temprana (E9.5-E12.5) o tardiamente (E12.5-E14.5).

La linea de ratones mutantes Foxn4 resultd instrumental para analizar el requerimiento
de Ascli. Foxn4 es un factor de transcripcion que se expresa en el dominio de
progenitores p2, donde regula la generacion de las interneuronas V2a/b (Figura 10, Del
Barrio et al., 2007; Li et al., 2004). En el laboratorio, demostramos que la diferenciacion
de las CSF-cN no depende de Foxn4, dado que el numero de células que expresan
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Pkd2I1 y su organizacion alrededor del canal central no se altera en la médula espinal de
ratones Foxn4 mutantes (Figuras 31E-F, Petracca et al., 2016). Importantemente, en el
contexto Foxn4”, la especificacién de las CSF-cN sigue dependiendo de Ascl1, ya que
los dobles mutantes Ascl1,Foxn4 carecen de células Pkd2I1* en el canal central (Figuras
31G-H). En concordancia con un reporte previo, el neuroepitelio ventral Foxn4” en E11.5
carece de Ascl1 (Li et al., 2005), como mostramos mediante inmunohistoquimica (Figuras
31A-B). Sin embargo, llamativamente hallamos que la expresion de Ascli en E13.5 se
encuentra normalizada en la region ventral de la médula espinal (Figuras 31C-D).

| wild type || Foxn4 KO|B
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Figura 31. El desarrollo de las CSF-cN no depende de la expresion temprana de Ascli.

A-D) Tinciones contra Ascl1 en E11.5 (A-B) y E13.5 (C-D) en animales wild type y Fonx4 mutantes. Los
corchetes sefialan el dominio de expresion ventral de Ascl1. Los embriones Foxn4” carecen de células
Ascl1* en el tubo neural ventral E11.5 (A-B) pero la expresion esta recuperada en E13.5 (C-D). La linea
de puntos sefala el limite del dominio dorsal de Ascl1. B,D) Células Ascl1* por hemiseccion.

E-H) Secciones de médula espinal E18.5 tefiidas con un anticuerpo para Pkd2l1. No se observan
diferencias en el nimero de CSF-cN Pkd2l1* detectadas en los animales wild type o Foxn4” (E-F,
resultado ya publicado en Petracca et al., 2016). La ausencia de CSF-cN en los animales doble
mutantes Ascl1;Foxn4 (H) indica que Ascl1 es requerido para el desarrollo de las CSF-cN aun en
ausencia de Foxn4. ) Esquema resumiendo las conclusiones del experimento. La expresion de Ascli
en E13.5, y no en estadios previos, es suficiente para generar CSF-cN correctamente. Barras
media+DE. *** p<0.001, n.s. no significativo, prueba de Mann-Whitney. La linea de puntos en E-H
senala el cc. Barras de escala 30 pm.

Por lo tanto, los animales que carecen de Ascll en los progenitores tempranos y
expresan Ascll normalmente en el periodo tardio, producen un numero correcto de
neuronas Pkd2l1+ (Figura 31l). Es decir, la expresion temprana de Ascli en la zona
ventricular ventral no es requerida para el mantenimiento de los progenitores de las

CSF-cN, ni para la especificacion de esa clase neuronal.

Repositorio Institucional Digital de Acceso Abierto, Universidad Nacional de Quilmes 73


sandra.santilli
Máquina de escribir
Repositorio Institucional Digital de Acceso Abierto, Universidad Nacional de Quilmes


RESULTADOS

A continuacioén, abordamos la misma pregunta mediante el experimento complementario
de delecion tardia de Ascl1, en el momento en que los progenitores de las CSF-cN se

encuentran en proliferacién y comienzan su diferenciacion.
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Figura 32. La especificacion de las CSF-cN depende de la expresion de Ascli en los
progenitores tardios.

A-C) Eliminacion de la expresién de Ascl1 en progenitores tardios. Secciones transversales de médula
espinal E18.5 de embriones Ascl/1%¥"x y embriones CAG:CreER;Ascl1x que recibieron tamoxifeno
en E12.5 o E15.5, eliminando Ascl1. Las secciones fueron tefidas con un anticuerpo anti-Pkd2I1 para
detectar CSF-cN. Los animales Ascl1*%* son hipomorfos por lo que presentan menos CSF-cN que los
wild type (A). No se observaron CSF-cN en los embriones que recibieron tamoxifeno en E12.5 (B). Los
animales en los que se administré tamoxifeno mas tardiamente (E15.5) presentaron un nimero solo
ligeramente menor de células Pkd2I1* (C), indicando que el efecto observado con la delecién en E12.5
es especifico. D) Esquema mostrando que la ausencia de Ascl1 en estadios embrionarios tardios (a
partir de E12.5) y no antes, es suficiente para que no se generen CSF-cN. Barras media+DE (60-90
secciones, 4-7 embriones por genotipo y tratamiento). *** p<0.001, * p<0.05 comparado con el control
Ascl1fo"ox prueba de Kruskal-Wallis y comparacion mdltiple de Dunn. La linea de puntos sefiala el cc.
Barras de escala 10 pm.

Para eso, generamos ratones mutantes condicionales CAG:CreER;Ascl1"xox (Figura
10), en los que la recombinasa Cre inducible por tamoxifeno (CreER), de expresion
ubicua, es retenida en el citoplasma hasta la administracion del ligando estrogénico en
E12.5. Luego de su aplicacion, la CreER trasloca al nucleo y elimina la regién codificante
de Ascl1. De esa manera, generamos mutantes de manera controlada en el tiempo.
Administramos 6 mg de tamoxifeno i.p. a hembras prefiadas E12.5 de manera de
garantizar que la expresion de Ascl1 haya sido interrumpida para E13.5. Cuando
eliminamos Ascl1 en ese estadio, encontramos que el numero de células Pkd2l1+
(CSF-cN) en E18.5 se redujo significativamente en comparaciéon con los controles
Ascltfoxflex (Figuras 32A-B,D). Aun cuando los animales Ascl1¥fox presentan un menor
numero de CSF-cN respecto de animales wild type (Figura 26), en los
CAG:CreER;Asclt1foxfex(inducidos con tamoxifeno) encontramos la ausencia casi
completa de células Pkd2l1+, fenotipo reminiscente de los knock out. De esa forma,
demostramos que la expresion de Ascl1 especificamente en la etapa gliogénica/tardia

(~E13.5) es responsable del correcto desarrollo de las CSF-cN (Figura 32E).
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Realizamos también una delecion mas tardia, mediante la administracion de tamoxifeno
en E15.5. En esa condicion, el numero de CSF-cN encontradas en E18.5 disminuyd solo
levemente (Figura 32C-D). Ese resultado refuerza la conclusidon de que Ascli inicia la
diferenciacion de las CSF-cN y su actividad parece ser dispensable una vez que dicho
proceso ha comenzado. La reduccion, aunque menor, observada cuando eliminamos
Ascli en E15.5, puede deberse a que la génesis de las CSF-cN se expande
normalmente hasta E16.5-E17 (Petracca et al., 2016) por lo que la ultima cohorte se

veria afectada en esa situacion.

En su conjunto, los resultados indican que Ascli no cumple funciones en la zona
ventricular temprana que sean relevantes para la especificacion de las CSF-cN. Esos
resultados también sugieren que la expresion de Ascli esta regulada de manera
diferente en las etapas neurogénica, y gliogénica del tubo neural. Temprano en la fase
neurogénica, Ascl1 depende de Foxn4 para su expresion, mientras que eso no ocurre
tardiamente. Especulamos ademas que la expresion de Ascli en E13.5 en los
progenitores de las CSF-cN no es una extension de la expresion temprana del factor de
transcripcién, sino un elemento nuevo en las redes transcripcionales que regulan los

destinos celulares de progenitores tardios.

Por ultimo, nuestros experimentos refuerzan la idea de que Ascl1 esta asociado al control
de la diferenciacion de las CSF-cN en la etapa gliogénica, caracteristica de amniotas. El
requerimiento de Ascl1 en esa etapa avanzada del desarrollo y no mas temprano, junto
con la ausencia de fenotipo en los mutantes ascl1 de pez cebra, sugieren que la inclusién
de Ascl1 en la red transcripcional de la diferenciacién de las CSF-cN coincide con el
desplazamiento temporal en el desarrollo de esas neuronas. No obstante, no podemos
asegurar que exista una relacion causal entre ese desplazamiento y la actividad de
Ascli.

Ascl1 controla la diferenciacion de las CSF-cN de manera autonoma

de célula

Los resultados hasta aqui presentados indican que Ascl1 se expresa en progenitores
ventrales tardios que son luego capaces de producir neuronas del canal central. Sin

embargo, como fue establecido en la primera parte de los Resultados, aun no podemos
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garantizar que todas las CSF-cN se generen a partir de progenitores Ascl1* (Figuras
18-21). Asimismo, aunque es sugerido, tampoco se asegura que el factor de
transcripcién actue en los progenitores de forma autdonoma de célula para instruir su

diferenciacion en CSF-cN.

La autonomia celular es un componente importante en el estudio del control
transcripcional de procesos de diferenciacion celular. Un mecanismo es auténomo de
célula cuando la proteina en estudio actua en aquellas células cuyo destino regula.
Ejemplos clasicos de eventos no autonomos de célula durante el desarrollo embrionario
incluyen mecanismos de comunicacion intercelular, como la via de sefalizacién de Notch
(Artavanis-Tsakonas et al., 1999). Dado que Ascl1 puede ser un efector del sistema
Notch-Delta (Guillemot, 2007; Imayoshi et al., 2014), decidimos realizar experimentos
tendientes a evaluar si Ascl1 instruye la diferenciacion de las CSF-cN de manera
autonoma de célula. La coexpresion entre Ascl1 y marcadores del linaje CSF-cN (Figuras
18-21), junto con la correlaciéon entre el numero de células Ascl1* en E13.5 y la cantidad
de CSF-cN generadas (Figura 26), sugieren que Ascl1 se expresa en los progenitores de

esas neuronas y que actua en esas mismas células.

Tg Ascl1:GFP
Pkd2I1 GFP merge

A

100

o
o

% células Pkd211+

0
GFP* GFP"

Figura 33. Ascl1 se expresa en todo el linaje de las CSF-cN.

A-B) Experimento de seguimiento de linaje de corto alcance realizado con la linea transgénica
Ascl1:GFP. Secciones de médula espinal perinatal tefiida contra Pkd2l1 y GFP (A). EI 100% de las
CSF-cN es GFP* indicando que expres6 Ascl1 en algun momento de su historia (B, 337/337 células
analizadas). Barras media+DE. Barras de escala 20 pm.

Para determinar con mayor precision la expresion de Ascl1 en los progenitores de las
CSF-cN, realizamos dos abordajes genéticos de seguimiento de linaje. En primer lugar,
utilizamos los animales transgénicos Ascl1:GFP (Figura 10), en los que la proteina
fluorescente se encuentra bajo elementos regulatorios del gen Ascl1 contenidos en un
BAC (cromosoma artificial de bacteria). La vida media mas extendida de GFP, en

comparacion con la del factor de transcripcion, posibilita el seguimiento a mediano plazo
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de las células que expresaron Ascl1. Si bien esa linea ha sido ampliamente usada en el
pasado (MGI ID: 3845062), al tratarse de una linea transgénica no se garantiza la
inclusidon de todos los elementos regulatorios y, consecuentemente, la recapitulacion de
la expresion de Ascli. Por otro lado, la durabilidad variable de GFP en esa linea no
provee informacién sobre el momento en que esas células expresaron Ascl1. Teniendo
en cuenta esas limitaciones, obtuvimos embriones portando el transgen y evaluamos la
colocalizacion entre GFP y Pkd2l1, marcador selectivo de las CSF-cN. Tanto en E16.5
(no mostrado) como en animales postnatales (PO) encontramos que todas las células
Pkd2I1+ del corddn espinal fueron positivas para GFP, sefialando que Ascl1 se expresa
en el linaje completo de las CSF-cN (Figuras 33A-B).

Ascl1¢ER - CAG:floxSTOP-tdTomato
Tam@E13.75 >E16.5

Ascl1 (Tomato)
Pkd2l1 Gata2 || Sox9 Nkx6-1

C,

Figura 34. Progenitores Ascl1* en E13.75 generan CSF-cN.

Secciones transversales de médula espinal E16.5 Ascl1°°57;CAG:floxSTOP-tdTomato en las que se
indujo la recombinaciéon en E13.75 (3mg i.p. de Tam/hembra prefnada). A) Deteccion de Tomato por
fluorescencia directa (sin anticuerpo) junto con inmunohistoquimica para Pkd2l1. Los progenitores
marcados se diferencian en CSF-cN. B) Tincion contra Tomato y Gata2 muestra que las células
Tomato* también expresan Gata2, confirmando su identidad como CSF-cN. C) Tincién con anticuerpos
contra Tomato, Nkx6-1 y Sox9. Se detectan células Tomato* alrededor del canal central con la
morfologia caracteristica de las CSF-cN. Las células Tomato* derivadas de progenitores Ascl1*
retienen la expresion de Nkx6-1 y silencian Sox9. Barras de escala 20 pm.

Posteriormente, una vez que obtuvimos la linea de ratones Asc/1¢ER, realizamos
experimentos de seguimiento de linaje utilizdndolos en combinacion con los reporteros
condicionales CAG:floxSTOP-tdTomato. La linea Ascl1¢ER es una construccion knock in
por lo que la expresién de la recombinasa reproduce fielmente la del factor de
transcripcion (Figura 19A, Kim et al., 2011). La marcacién con la proteina fluorescente
depende de la expresion de la recombinasa y de la administracion de tamoxifeno, lo que
permite ademas una seleccion temporal de la progenie de las células Ascli+.
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Administramos una unica dosis de tamoxifeno en E13.75 y evaluamos la colocalizacion
con Pkd2l1 en E16.5. Encontramos que el porcentaje de CSF-cN marcadas con Tomato
es del 66+20% (Figura 34A), lo cual indica que progenitores Ascl1* en E13.75 producen
las neuronas Pkd2l1+.

Confirmamos que las células Tomato* en la proximidad del canal central son CSF-cN
evaluando otras caracteristicas de ese grupo de neuronas. Ademas de expresar Pkd2I1,
observamos que las células Tomato* expresan el factor de transcripcion Gata2 (Figura
34B) y mantienen elevados niveles de Nkx6-1 (Figura 34C), en consistencia con el
analisis en E14.5 mostrado en la seccion anterior (Figura 19). A diferencia de lo que
ocurre con el resto de las células alrededor del canal central, las células Tomato*
derivadas de progenitores Ascl1* son negativas para Sox9, ausente en las CSF-cN
(Figura 34C). Es también importante indicar que la mayoria de las células Tomato*
alrededor del canal central son neuronas Pkd2I1*. Eso implica que los progenitores que
expresan Ascli en E13.75 se diferencian preferentemente en neuronas del canal central

(86+20% en promedio, entre 74+12% y 94+9%, segun el experimento).

Ascl1¢ER-CAG:floxSTOP-tdTom

Tam@E13.5-E14.25>E18.5
Pkd2I1 || Tomato i B
80

60

40

20 1

% células Pkd2I1+

0
Tomt Tom™

Figura 35. Las CSF-cN se diferencian a partir de progenitores Ascl1* tardios.

A-B) Seguimiento de linaje inducible en embriones Ascl1°°EF;CAG:floxSTOP-tdTomato, inducidos con
tamoxifeno entre E13.5 y E14.25 (3 inyecciones). El 81+7% de las células Pkd2l1* fue Tomato* (D,
49/61 células analizadas) demostrando no solo que Ascl1 se expresa en el linaje de las CSF-cN sino
también que lo hace en el estadio progenitor, alrededor de E13.5. Barras media+DE. Barras de escala
20 pm.

Con el objetivo de marcar una mayor proporcion de CSF-cN, administramos un total de 6
mg de tamoxifeno distribuido en 3 dosis a hembras prenadas entre los estadios E13.5 y
E14.25 y analizamos la colocalizacion en E18.5. Con ese protocolo, encontramos que el
81+7% de las CSF-cN analizadas son Tomato* (Figuras 35A-B). El uso de esa linea en
otros experimentos realizados en el laboratorio o por colaboradores sugiere que la

expresion de Tomato marca fielmente las células que expresan Ascl1 en el momento de
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la administracion de tamoxifeno con una ventana temporal muy restringida (Carcagno et
al., 2014; Temprana et al., 2015; Yang et al., 2015). Consideramos que el 19% de
CSF-cN negativas para Tomato es debido a la marcaciéon aguda con la herramienta y a la
generacion asincronica de las CSF-cN (Petracca et al.,, 2016). En resumen, estos
experimentos de mapeo de destino celular confirman de manera inequivoca que las
CSF-cN se generan a partir de progenitores Ascl1* en E13.5-E14.25, como fue propuesto

en la primera seccion de estos Resultados.

Los experimentos de seguimiento de linaje junto con la pérdida de funcién de Ascli
sugieren fuertemente que Ascl1 esta actuando en las mismas CSF-cN, es decir que su
funcién es auténoma de célula. Sin embargo, el experimento por excelencia para
demostrar autonomia celular incluye la utilizacion de animales mosaico en los que solo

algunas células carecen de la expresion de Ascl1 inmersas en un entorno wild type.

Con ese objetivo, produjimos animales CAG:CreER;Ascl1"x;CAG:floxSTOP-tdTomato
(Figura 36A). En esos animales la delecion de Ascl1, dirigida por la expresion de CreER
bajo el promotor CAG, depende de la administracion de tamoxifeno y de la dosis
utilizada. Con dosis bajas de la droga, es posible eliminar Ascl1 solo de algunas células,
generando un mosaico. La inclusion del alelo reportero CAG:floxSTOP-tdTomato tuvo el
objetivo de identificar a las células en las que fue activada la recombinasa. El
experimento se realiz6 inyectando 0.1mg de tamoxifeno a hembras prefiadas E12.5 de
manera de asegurar la ausencia de Ascll para el estadio E13.5. Analizamos la

proporcion de células Pkd2l1+* marcadas con la proteina fluorescente en E18.5.

Los animales control fueron del genotipo CAG:CreER;Ascl1™¥+ donde eliminamos un
Unico alelo de Ascl/1. En esos animales, aproximadamente el 60% de las CSF-cN fueron
positivas para Tomato (Figuras 36B,D). La relacion entre células marcadas y no
marcadas fue de 1,45. De manera opuesta, los animales experimentales
CAG:CreER;Ascl1xlox presentaron un menor nimero de células Pkd2l1* marcadas, con
una relacion inversa de células marcadas/células no marcadas (0,54, Figuras 36C-D). Sin
embargo, en los animales mosaico, aun es posible detectar algunas pocas células
Pkd2l1+, Tomato*, atribuibles a la recombinacién diferencial de los tres alelos presentes
(dos alelos Ascl1™* y alelo reportero), sobre todo teniendo en cuenta que el alelo
reportero utilizado es muy recombinogénico. La distribucion de células Tomato* y
Tomato™ entre animales control y mosaico resulté significativamente diferente (p=0.0075,

prueba exacta de Fisher, recuadro en Figura 36D). Eso indica que en los animales
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mutantes mosaico el numero de células Pkd2l1*;Tomato*, que son aquellas que
presumiblemente han eliminado Ascl1, estan selectivamente reducidas (Figuras 36B-D).
El analisis del mosaico sugiere que Ascl1 regula la diferenciacién de las CSF-cN de
manera auténoma de célula.

A w Figura 36. Ascl1 controla la
Cre + diferenciacion de las CSF-cN
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anticuerpo para Pkd2I1 en E18.5. En ambos genotipos se observan multiples células marcadas con
Tomato. En el control (B) se observa una CSF-cN Pkd2l1*, Tomato* (punta de flecha) y otra CSF-cN
Pkd2I1*,Tomato (asterisco). Se marcan de esa forma el 61+15% de las CSF-cN (D). En C se muestran
dos CSF-cN Pkd2l1*,Tomato  (asteriscos). La relacién entre células marcadas y no marcadas se
invierte, con una menor proporcion de CSF-cN Tomato* (D). D) Numero de células Pkd2l1* marcadas
con Tomato. El inserto muestra las proporciones de células marcadas en cada caso. Barras media+DE.
La linea de puntos sefiala el canal central (cc). ** p<0.01 prueba exacta de Fisher. Barras de escala
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En resumen, los experimentos presentados en esta seccion indican que Ascl1 se expresa
en los progenitores que generan las CSF-cN y que su accidon en esos progenitores es
necesaria para la especificacion de la poblacién, lo cual sugiere que Ascl1 actua de

manera autonoma de célula.

Ascl1 confiere potencial neurogénico a progenitores espinales tardios

Las CSF-cN se generan a partir del neuroepitelio ventral en estadios asociados a la
produccion de oligodendrocitos, astrocitos y ependimocitos. Para la adecuada induccion

del proceso neurogénico son precisos mecanismos que simultaneamente eviten la
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adquisicion de caracteristicas de los otros tipos celulares. Decidimos evaluar cual es la
identidad que los progenitores prospectivos de las CSF-cN adquieren cuando Ascli no

esta presente.

Disefiamos una estrategia de marcacion que permitiera seguir el destino de los
progenitores Ascl1*, tanto en un contexto control como mutante. Con ese objetivo
usamos la linea Ascl1¢ER en combinacion con el reportero condicional CAG:floxSTOP-
tdTomato para marcar de manera indeleble la progenie de células Ascl1+ (Figura 37A).
Para lograr el fondo mutante usamos ademas el alelo nulo Asc/1Vé, lo que permitié
obtener animales control Ascl1¢¢EF~+ y mutantes Ascl1¢ER-. Elegimos una dosis de
tamoxifeno (3mg/hembra prenada en E13.75) de manera de marcar solo algunas células,

condicion que permite inspeccionarlas detalladamente en E18.5.

Esa estrategia de marcacion resulta en un porcentaje variable de células Pkd2l1+
marcadas en los animales control (entre 32-85%, Figuras 37D,H). Es probable que esa
variabilidad se deba a la heterogeneidad en el grado de desarrollo de los embriones
dentro de una misma camada y entre camadas, y a que la diferenciacion de las CSF-cN
no esta perfectamente sincronizada, como lo indica la aparicion incremental de las

mismas (Petracca et al., 2016).

La mayoria de las células Tomato* ventrales alrededor del canal central corresponden, en
los animales heterocigotas control, a CSF-cN con escasa marcacion de células negativas
para Pkd2l1 (74-100% segun el experimento, Figuras 37D,G), como fue mostrado mas
arriba (Figura 34A).

Ademas de en las CSF-cN, encontramos abundante marca en astrocitos dorsales y en
escaso numero de células ventrales fuera de la regién del epéndima, cuya morfologia
sugiere identidad astrocitica (Figuras 37B-C, puntas de flecha llenas). En los mutantes
Ascl1CeER- las células Tomato* dorsales sufren un cambio importante, alcanzando
numeros mucho mas altos (Figura 37B, punta de flecha vacia, Vue et al., 2014). Sin
embargo, es importante remarcar que no se encontraron cambios en la cantidad de las
células Tomato* en la region del epéndima o lamina X (Figuras 37B, flechas, D,F), o por
fuera de ella en la médula espinal ventral (Figuras 37B, puntas de flecha llenas, C), lo
que sugiere que los progenitores prospectivos de las CSF-cN generan células que
permanecen alrededor del canal central tanto en presencia como en ausencia de Ascli1.

A continuacion presentamos su andlisis y caracterizacion.
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Figura 37. En ausencia de Ascl1 los progenitores prospectivos de las CSF-cN permanecen
alrededor del canal central.

A) Estrategia de marcacion y seguimiento de los progenitores de las CSF-cN. La linea Ascl1°°EF dirige
la recombinacién del alelo reportero CAG:floxSTOP-tdTomato en las células Ascl1*. La recombinacion
ocurre ante la administraciéon de tamoxifeno en E13.75. Para generar mutantes se utilizé ademas el
alelo Ascl1V, obteniendo animales Ascl1°°E+ (heterocigotas control) o Ascl/1°°E7- (knock oult).

B-C) Secciones transversales de médula espinal E18.5 heterocigota o KO tefiidas contra Tomato. En
los control, las células derivadas de progenitores Ascl1* generan astrocitos dorsales (punta de flecha
vacia), CSF-cN alrededor del canal central (cc, flecha) y escasos astrocitos ventrales (punta de flecha
llena). En ausencia de Ascl1, se generan mas células dorsales (punta de flecha vacia). El nimero de
células Tomato* ventrales fuera de la zona ventricular (ZV) no cambia (C, células por hemiseccién
ventral). D-H) Region del cc heterocigota o mutante tefiida contra Tomato y Pkd2I1. En ausencia de
Ascl1 se detecta un numero similar de células Tomato* alrededor del cc (D,F). En animales control, la
proteina Tomato se expresa selectivamente en CSF-cN alrededor del cc (G), tanto en CSF-cN’ (E)
como CSF-cN” (E’). G) Porcentaje de células Tomato* por seccion expresando Pkd2l1, alrededor del cc
de animales heterocigotas. H) Porcentaje de CSF-cN expresando Tomato en embriones control. La
marcacion es variable entre experimentos (32+14% al 77+15%). En sombreado se presenta la
media+DE de varios embriones. Los puntos son media+DE de experimentos diferentes. n.s. no
significativo, prueba de Mann-Whitney (10-20 secciones, 3-6 embriones). Barras media+DE. Barras de
escala 50 ym (B) y 10 um (D,E).

En primer lugar, examinamos la morfologia de las células Tomato* alrededor del canal
central en animales heterocigotas (control) y mutantes. En los heterocigotas, las células
Tomato* presentan una morfologia que claramente se corresponde con las CSF-cN
(Figuras 38A-B). En los ejemplos de la figura 38B se aprecia que, si bien la morfologia de
las células puede ser algo variable, presentan caracteristicas comunes, como el soma
redondeado, el proceso delgado que se extiende hacia el canal central y el boton terminal

que protruye dentro del lumen, en contacto con el fluido cerebroespinal (Figuras 38A-B,E-
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G). Ademas, detectamos células tanto de localizacion lateral como ventrales al canal
central (ejemplo de la derecha y Figura 37F’), en semjanza con las CSF-cN’ y CSF-cN”.
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Figura 38. Los progenitores prospectivos de las CSF-cN adquieren una morfologia diferente
en ausencia de Ascli.

Experimento de seguimiento de linaje en ausencia de Ascl1 (ver Figura 37A).

A-D) Ejemplos de las morfologias celulares encontradas en animales control (Ascl1¢eE7+;
CAG:floxSTOP-tdTomato, A-B) y mutantes (Ascl1°®t7"; CAG:floxSTOP-tdTomato, C-D). En A,C se
muestran tinciones con anticuerpo anti-Tomato. En B,D tinciones similares fueron invertidas en Adobe
Photoshop y ordenadas para facilitar su observacién. En todos los casos el canal central (cc) se
encuentra a la izquierda (linea gris en A,C; linea punteada color rojo en B,D). En los animales control
las células Tomato* presentan la morfologia tipica de las CSF-cN (A-B), con un proceso delgado
(flechas en A) hacia el cc, que termina en un ensanchamiento que invade la cavidad. Se aprecian
procesos axonales delgados extendiéndose en sentido contrario (puntas de flecha en B). En los
mutantes, la morfologia es méas heterogénea (C-D), con un contacto ancho con la superficie del cc
(flechas en C) que no protruye dentro del mismo. Los procesos que extienden las células desde su cara
basal estdn méas extensamente ramificados y son de mayor calibre. E-G) Parametros morfoldgicos
evaluados. E) Ancho del contacto con la superficie del cc, medido como se indica con las flechas en
A,C. Las células Tomato* mutantes presentaron un contacto significativamente mas ancho. Las lineas
son media+DE. *** p<0.0001, prueba de Mann-Whitney (20-40 células cada uno). F) Distancia del
nucleo al borde del cc. El histograma muestra la distribucién de las distancias. En el mutante las células
Tomato* ocupan posiciones mas cercanas al cc, no ocupadas por las células Tomato* heterocigotas
(20-40 células cada genotipo). G) Porcentaje de células Tomato* que protruyen dentro del cc. ***
p<0.001, prueba exacta de Fisher (20-40 células, 2-3 embriones cada uno).

Como se puede apreciar en los ejemplos presentados en las figuras 38C y D, en los

animales mutantes, las células Tomato* presentan morfologias mas heterogéneas. El

contacto apical con la superficie ventricular aparece ancho, y, en la mayoria de los casos,
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formando parte de la pared ventricular (Figuras 38C-D, linea gris y linea discontinua roja
respectivamente). La medicion del ancho del contacto con la superficie ventricular,
realizada a la altura de la pared del canal central como indican las flechas en las figuras
38A y C, indicé que en los animales mutantes, el contacto apical con el canal central es
significativamente mas ancho que en los animales control (Figura 38E). Adicionalmente,
la posicion del nucleo (soma) también es variable, con una mayor proporcion de células
(~40%) ubicadas inmediatamente adyacentes al canal (ver distribucion de distancias en
Figura 38F; hay mas células Tomato* a distancias menores a 5um en los mutantes que
en los animales control). Finalmente, las células Tomato* mutantes rara vez presentan
una protrusion dentro del canal central. Mientras que en el 83% de las células control fue
posible observar claramente el proceso invadiendo el canal central, solo el 14% de las
células Tomato* mutantes mostraron algun proceso celular detectable dentro del lumen
(Figura 38G).

El conjunto de caracteristicas morfolégicas de las células Tomato* alrededor del canal
central en el mutante, es propio de ependimocitos. Los ependimocitos que recubren el
canal central constituyen un epitelio cubico ciliado que separa al SNC del CSF. Defectos
en la movilidad de las cilias tienen consecuencias sobre la circulacion del fluido,
asociadas a hidrocefalia. Ademas, se ha propuesto que detoxifican el SNC filirando
moléculas hacia el CSF, lo aislan de sustancias nocivas y contribuyen a la dispersién de
mensajeros (Del Bigio, 1995; Spassky et al., 2005). Por otro lado, los ependimocitos son
capaces de regenerarse y, ante una lesion, pueden proliferar y contribuir con células
gliales (Meletis et al., 2008; Sabelstrom et al., 2013; Sabourin et al, 2009).
Entremezclados con los ependimocitos existen también otras células, los tanicitos, cuyo
extremo apical estd en contacto con vasos sanguineos (Meletis et al., 2008).
Molecularmente, los ependimocitos se caracterizan por expresar los factores de
transcripcion Sox2/9, y Foxj1, asociado a la ciliogénesis (Alfaro-Cervello et al., 2012;
Huang et al., 2003; Meletis et al., 2008), y los marcadores de superficie CD24 y CD133
(Prominin 1), la proteina de unién a Ca?* S100B y el filamento intermedio Vimentina
(Alfaro-Cervello et al., 2012; Del Bigio, 1995; Meletis et al., 2008).

Para evaluar mejor la hipdtesis de que en ausencia de Ascll los progenitores
prospectivos de las CSF-cN se convierten en ependimocitos, analizamos la expresion de

varios marcadores celulares y también determinamos sus propiedades fisioldgicas.
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Tomato Figura 39. En ausencia de Ascl1, los
- progenitores de las CSF-cN no se
Nkx6-1 Olig2

convierten en neuronas ni
oligodendrocitos.

A-C) Tinciones sobre secciones E18.5
de los experimentos de seguimiento de
linaje de los progenitores Ascl1*. Los
animales heterocigotas son los controles
Ascl1°°ER+ . CAG:floxSTOP-tdTomato 'y
los mutantes son del genotipo
Ascl1°eER"-CAG:floxSTOP-tdTomato

(ver Figura 37A). Se usaron anticuerpos
contra Tomato y Nkx6-1 (A), Olig2 (B) y
NeuN (C). En los animales control
Ascl1* las células Tomato* son NeuN-,
Olig2" y expresan altos niveles de Nkx6-

R N, T

Ascl1 KO || Ascl1 het

(A-C, puntas de flecha), consistente con la caracterizaciéon de las CSF-cN. En los mutantes, las células
marcadas no expresan NeuN ni Olig2 (A-B, puntas de flecha), indicando que no adquieren identidades
neuronales ni oligodendrociticas, y mantienen la expresién de Nkx6-1, al igual que el resto del
epéndima (C, puntas de flecha). La linea de puntos sefala el cc. Barras de escala 20 ym.

En primer lugar, tanto en los animales control Ascl1¢¢7%* como en los mutantes, se
encontramos que todas las células Tomato* expresan Nkx6-1. Sin embargo, a diferencia
de lo que ocurre en los heterocigotas, en los mutantes los niveles son homogéneos y no
observamos células con expresion intensa de Nkx6-1, una caracteristica de las CSF-cN
(Figuras 39A y 34C). Adicionalmente, en ninguno de los dos casos (heterocigotas y
mutantes) observamos células Tomato* que expresen NeuN ni Olig2, lo cual sefiala que
las células no se diferencian en otros tipos neuronales ni en oligodendrocitos aun en
ausencia de Ascl1 (Figuras 39B-C). La ausencia de colocalizacion entre Tomato y NeuN
en los animales control se debe a que las CSF-cN son un tipo neuronal con
caracteristicas inmaduras que, aun en los adultos, son negativas o expresan niveles muy
bajos de la proteina nuclear NeuN (Kutha et al., 2014; Marichal et al., 2009; Orts-
Del'lmmagine et al., 2014; Petracca et al., 2016).

En la médula espinal E18.5 de animales Asc/1¢®t7+ todas las células Tomato* que,
como fue explicado mas arriba, presentan la morfologia caracteristica de las CSF-cN
expresan el canal idnico Pkd2l1 y el factor de transcripcion Gata2 (Figuras 40A-B, alelo
Gata2%fP). Los procesos delgados que terminan en contacto con el CSF son positivos

para Blll-tubulina (Figuras 40C, 20B). Ademas, expresan el factor de transcripcion Sox2
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(Figura 40D), y son negativas para los factores de transcripcion Sox9 y Nfia, ambos
marcadores de glia radial, epéndimocitos y astrocitos (Figuras 40E-F, Kang et al., 2012;
Scott et al., 2010; Stolt et al., 2003) Tampoco expresan los marcadores ependimarios
S100B ni Vimentina (Figuras 40G-H). Esta coleccion de marcadores es caracteristica de
las CSF-cN y fortalece una vez mas nuestra propuesta de que los progenitores Ascl1* en
E13.5 se diferencian en las neuronas del canal central.
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Figura 40. Las células derivadas de progenitores Ascl1* expresan marcadores de
ependimocitos en ausencia de Ascli.

Tinciones representativas de células derivadas de progenitores Ascl1 en la médula espinal E18.5 de
animales control heterocigotas (Ascl1°°E+;CAG:floxSTOP-tdTomato) o mutantes (Ascl1EH;
CAG:floxSTOP-tdTomato), en los que se indujo la recombinaciéon en E13.75. A-C) Inmunohistoquimicas
contra Tomato y marcadores de las CSF-cN: Pkd2I1 (A), GFP (animales con el alelo Gata2%), y BllI-
tubulina (C). Las células Tomato* del heterocigota expresan esos marcadores, ausentes en los
mutantes. D) Tinciones contra Tomato y Sox2. Las células Tomato* de los heterocigotas y mutantes
son positivas para Sox2. E-H) Células tefiidas con Tomato y anticuerpos para los marcadores
ependimarios Sox9 (E), Nfia (F), S100p (G) y Vimentina (H). En los animales Ascl/1”, las células
derivadas de progenitores que hubiesen expresado Ascl1 expresan Sox9, Nfia y S1008, ausentes en
las células Tomato* heterocigotas (E-G). Se observa también un aumento no significativo en la
coexpresion de Tomato y Vimentina en los mutantes respecto de los controles (H). En el caso de S1008
y Vimentina se muestra la intensidad de la sefal de cada anticuerpo en el trazo sefialado por la linea
blanca (G-H). En todos los casos el canal central (cc) se encuentra a la izquierda. A la derecha,
proporcién de células Tomato* expresando los marcadores respectivos, cantidad de células analizadas
indicada sobre las barras (2-3 embriones en cada caso).

*** p<0.0003, n.s. no significativo, prueba exacta de Fisher.

En contraposicion, en los animales mutantes para Ascl/1, la marcacién de los
progenitores prospectivos de las CSF-cN y su seguimiento de destino mostré una
combinacion distinta de marcadores. En principio, y consistente con la ausencia de
CSF-cN en los animales Ascl1”, las células marcadas son negativas para Pkd2l1, Gata2
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(Gata2érP) y Blll-tubulina (Figuras 40A-C). Adicionalmente, expresan Sox2, Sox9 y Nfia
como se observa en las figuras 40D-F. Finalmente, detectamos la expresién de S1008 y
Vimentina por dentro de los limites de la célula (Figuras 40G-H), a diferencia de lo que
ocurre en los animales control donde solo observamos filamentos positivos rodeando las
células Tomato* en el epéndima altamente compacto. Ese conjunto de marcadores
sugiere que en ausencia de Ascl1 funcional, los progenitores que normalmente generan

CSF-cN, se diferencian en ependimocitos.

Por ultimo, evaluamos las propiedades electrofisiolégicas de las células Tomato*
individuales realizando registros whole cell en rebanadas agudas de médula espinal
E18.5 control o mutante Ascl/1. Las células fueron identificadas por la expresion de la
proteina fluorescente y usamos Alexa488 o Lucifer Yellow en la pipeta de registro para

verificar la célula registrada (Figura 41A).

La determinacion de las propiedades de membrana de los ependimocitos ha mostrado
que poseen potenciales de reposo hiperpolarizados y resistencia de membrana baja,
reflejando la presencia de canales ionicos de fuga en sus membranas. Ademas son
sensibles a cambios en la concentracién de K* extracelular y capaces de generar
corrientes menores diversas en respuesta al estimulo eléctrico (Bruni, 1998; Marichal et
al.,, 2012).

Las células Tomato* en animales heterocigotas analizadas (n=10/11) dispararon
potenciales de accion ante inyecciones de corriente. Esos registros fueron realizados en
configuracion current clamp, (10 pulsos de a 10-20pA, partiendo de -70mV, Figura 41B).
De manera similar a la heterogeneidad descripta en el laboratorio para los dos subgrupos
de CSF-cN (Petracca et al., 2016), encontramos algunas células que dispararon
potenciales de accidn repetitivos, mientras que otras solo lo hicieron una vez (Figura
41B). Por el contrario, en los animales mutantes ninguna célula Tomato* mostrd la
capacidad de disparar un potencial de accion (n=0/12, se garantiz6 la despolarizacion de

las células por encima de los -50mV, Figuras 41C-D).

Las neuronas CSF-cN se caracterizan por tener una alta resistencia de membrana
asociada a su inmadurez (Marichal et al., 2009; Orts-Del'immagine et al., 2012; Petracca
et al., 2016). De acuerdo con eso, las células Tomato control exhibieron valores del orden
de los GQ (Figura 41E). En contraposicion, en los animales nulos para Ascl1, las células
marcadas presentaron una baja resistencia de membrana, un rasgo propio de los
ependimocitos (Bruni, 1998; Marichal et al., 2012).
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Figura 41. Los progenitores prospectivos de las CSF-cN se diferencian en ependimocitos
en ausencia de Ascl.

Rebanadas agudas de médula espinal E18.5-P1 de animalesAscl1°°E**;CAG:floxSTOP-tdTomato
(control) o Ascl1°*ER";CAG:floxSTOP-tdTomato (mutante), en los que se indujo la recombinacion en
E13.5. Se registrd las propiedades eléctricas de las células Tomato*. A) Imagen al microscopio de una
rodaja control Ascl/1*- donde se observa una CSF-cN marcada con Tomato, la pipeta de patch (puntas
de flecha) y la misma célula llena con el colorante Lucifer Yellow. B-D) Trazos ejemplos de
despolarizaciones de membrana en animales control (B) y mutantes (C) en la configuracién current
clamp ante la inyeccidn de corriente (indicados en la Figura). En los heterocigotas se detecté uno de
dos comportamientos: disparos repetitivos o disparo unico, mientras que las células mutantes nunca
dispararon potenciales de accién. Cuantificacion en D (11-13 células, 3 embriones cada uno). ***
p<0.0003, prueba exacta de Fisher. E) Resistencia de membrana de las células Tomato*. En los
mutantes la resistencia es baja (89+52 MQ, caracteristico de ependimocitos), mientras que en los
animales Ascl/1*- es del orden de los GQ (5.3+3.3 GQ), consistente con el fenotipo de las CSF-cN. ***
p<0.0001, prueba de Mann-Whitney (11-13 células, 3 embriones cada uno). F-G) Fluorescencia de
Tomato y Lucifer Yellow (LY) en el microscopio de epifluorescencia durante el patch. Se observa que
en los animales mutantes el colorante pasa a la célula vecina (célula Tomato™,LY*, asterisco) indicando
acoplamiento, mientras que en el control solo las células registradas presentan el colorante (punta de
flecha). Cuantificacién en G (4-7 células, 2 embriones cada uno). * p<0.05, prueba exacta de Fisher. cc
canal central.

Los ependimocitos suelen estar acoplados eléctricamente por uniones del tipo gap
junctions, ademas de uniones estrechas que sellan el espacio intercelular (Bruni, 1998;
Marichal et al., 2012). Durante los registros electrofisiolégicos pueden evidenciarse
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dichas uniones mediante el uso del colorante Lucifer Yellow, que es capaz de atravesar
los poros de conexinas formados entre células acopladas. En nuestros experimentos, en
el 80% de las células Tomato* mutantes evaluadas pudimos distinguir el colorante
transmitido a células vecinas (Figura 41F, asterisco, n=5/7), mientras que en los animales

control nunca detectamos ese fendmeno (Figuras 41F-G, n=0/4).
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Figura 42. En ausencia de Ascl1, las células derivadas de progenitores Ascl1* no exhiben
corrientes voltaje dependientes neuronales.

A-C) Corrientes registradas en células Tomato* en rebanadas agudas de médula espinal E18.5-P1 de
animales  Ascl1°°ER*;CAG:floxSTOP-tdTomato  (control) o  Ascl1°°tF*;CAG:floxSTOP-tdTomato
(mutante), en los que se indujo la recombinacién en E13.5. Trazos ejemplos de corrientes evocadas
ante pulsos despolarizantes (OmV en gris, 40mV en negro) en configuracion whole cell voltage clamp.
En los animales heterocigotas se observan corrientes rapidas entrantes que nunca son observadas en
los animales mutantes (cuantificacion en C, izquierda, observar recuadro en A) y corrientes salientes de
desarrollo méas lento que, incluso cuando estan presentes en los mutantes alcanzan valores mucho
menores (cuantificacion en C, derecha). En los animales mutantes, las células Tomato* exhibieron una
diversidad de comportamientos ante la despolarizaciéon (B, se indican los porcentajes para cada
fenotipo, total 13 células). Las cuantificaciones se realizaron ante los pulsos indicados e integrando la
sefal en los intervalos sefalados (10-13 células, 3 embriones cada uno). *** p<0.0001 prueba de
Mann-Whitney. Las lineas se corresponden a la media+DE.

En configuracion voltage-clamp se midieron las corrientes evocadas en respuesta a
escalones de voltaje. Las células Tomato* control presentaron corrientes dependientes
de voltaje entrantes rapidas (que atribuimos al Na*) y salientes mas retrasadas
(consistentes con corrientes de K*), caracteristicas de neuronas (Figura 42A). En los
mutantes, las células Tomato* mostraron algunas respuestas a los cambios de potencial
y en algunos casos corrientes dependientes de voltaje, aunque de forma variable. En la
figura 42B presentamos ejemplos de los distintos tipos de corrientes registradas, que
guardan similitud con aquellas previamente descriptas para células ependimarias
(Marichal et al., 2012). Sin embargo, es importante remarcar que en ningun caso se
encontraron corrientes en las células mutantes de la magnitud observada en los animales
control, ni tampoco corrientes entrantes rapidas con la cinética caracteristica de las

corrientes de Na* voltaje dependientes (Figura 42C).
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Figura 43. Ascl1 controla la especificacion de las CSF-cN en los progenitores neurales tardios.

Después de la fase neurogénica, los progenitores adquieren nuevas competencias. La expresion de
Ascl1 en progenitores ventrales tardios dirige la especificacion de las CSF-cN de manera auténoma de
célula. Ascl1 le confiere potencial neurogénico a progenitores que de otro modo generarian células
ependimarias.

En resumen, la caracterizacion morfoldgica, electrofisiolégica y de marcadores
moleculares, indica que en ausencia de Ascl1, los progenitores del tubo neural que
normalmente se diferencian en las neuronas del canal central, se convierten en
ependimocitos. Ascl1, entonces, confiere potencial neurogénico a progenitores ventrales
tardios de la médula espinal en desarrollo, e inhibe la generacién de células

ependimarias en ese linaje.

Para finalizar esta seccién, los resultados presentados permiten proponer que Ascli
actua de manera autonoma de célula en la especificacion de las CSF-cN de amniotas. Su
funcion esta acoplada a la generacion tardia de ese grupo de neuronas y podria estar
asociada a la heterocronia observada entre especies amniotas y no-amniotas.
Adicionalmente, demostramos que Ascll es responsable de conferir potencial
neurogénico a progenitores tardios de la médula espinal ventral que, de otra forma,

generarian ependimocitos (Figura 43)
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lll- GATA3 REGULA LA ESPECIFICACION DE LAS CSF-CN

Gata3 controla la diferenciacion de un subgrupo de las CSF-cN

Los resultados presentados en la primera parte muestran que el factor de transcripcion
Gata3 se expresa en el linaje de las CSF-cN desde estadios tempranos de su
diferenciacion. Nuestros experimentos nos llevaron a proponer que Gata3 se expresa en
los precursores postmitdticos de las CSF-cN, rio abajo de Ascl1 y precediendo la de
Gata2 (Figuras 18-21 y 24-25).

En base a esas observaciones, hipotetizamos que Gata3, participa en la red
transcripcional que gobierna la especificacién de las CSF-cN de la médula espinal del
raton. Para someter a prueba esa hipotesis, analizamos el desarrollo de las CSF-cN en

animales deficientes para Gata3.

La ausencia de Gata3 es letal en el embridn (alrededor de E10.5) debido a falla cardiaca
por defectos en la produccion de norepinefrina en el SN simpatico (Lim et al., 2000;
Moriguchi et al., 2006; Pandolfi et al., 1995). Para generar animales mutantes nulos para
Gata3, en estadios posteriores a E10.5 recurrimos a estrategias genéticas que nos
permitieran eliminar ese gen exclusivamente en el SN. Obtuvimos animales mutantes
condicionales al SN (Gata3 cKO, conditional knock out) Nes:Cre;Gata3™*. En la linea
Gata3™*, el ex6n 4 de Gata3, que contiene el dominio de unién al DNA, esta flanqueado
por los sitios loxp blancos de la recombinasa. El transgen Nestin:Cre fue utilizado para la
expresion de Cre en el SN. Luego de la remocién del exdn 4, mediada por Cre en el SN,
se produce una proteina trunca no funcional (Figuras 10, 13-14, Zhu et al., 2004). Para
mejorar la eficiencia de la eliminacion del gen, introdujimos el alelo nulo Gata3-2*?, dado
que la heterocigosis para Gata3 no presenta fenotipo para el desarrollo de las CSF-cN
(Figuras 44A,D).

Analizamos la expresion de Pkd2l1 en la médula espinal E18.5 de animales control
(Gata3tae?%) y Gata3 cKO (Nes:Cre;Gata3-2?"x Figura 44). En los animales Gata3 cKO
encontramos una importante disminucion en el numero de células Pkd2l1+, respecto de
los embriones control (Figuras 44A-B,D). En particular, se observé que la ausencia de
Gata3 impacta selectivamente en la pérdida de las CSF-cN mas dorsales.
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Como fue mencionado en la Introduccion, en el ratdn existen dos subgrupos de CSF-cN,
semejantes a los encontrados en el pez cebra: las CSF-cN’ de ubicacion lateral y las
CSF-cN” posicionadas ventrales al canal central (Park et al., 2004; Petracca et al., 2016).
En el mutante Gata3 cKO las CSF-cN’ estan severamente afectadas, mientras que no se

registran diferencias en el numero de células Pkd2l1+ de localizacion ventral (Figura 44E).
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Figura 44. Los mutantes Gata3 carecen de neuronas Pkd2I1* laterales al canal central.
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A-C) Secciones transversales de médula espinal E18.5 tefiidas con anticuerpo contra Pkd2l1 para
detectar las CSF-cN en animales control Gata3 heterocigotas (Gata3-2°%"%) (A), Gata3 cKO
(Nes:Cre;Gata3"%?") (B) o Gata3 KO (Gata3-*#'4?) (C). Las hembras prefiadas para generar
embriones Gata3-2°?"2°Z recibieron agonistas adrenérgicos desde el dia E7.5 para permitir la sobrevida
de los mutantes. En A se sefalan los dos subgrupos de CSF-cN. En los animales mutantes no se
observan CSF-cN’, pero permanecen las CSF-cN” (corchetes en B y C). D-E) Cuantificacion de las
CSF-cN totales (D) o segun su localizacion alrededor del canal central (cc, E) por seccidon. Se observa
una importante disminucion en el nimero de CSF-cN en los animales mutantes Gata3 cKOy KO (D).
No se detectan diferencias en las CSF-cN” entre genotipos, mientras que las CSF-cN' estan
completamente ausentes en los mutantes (E). (wt 33 secciones, 4 embriones; Gata3 cKO: 38
secciones, 3 embriones; Gata3 KO: 10 secciones, 2 embriones). Barras media+DE. *** p<0.001
comparado con el control, prueba de Kruskal-Wallis y comparacién multiple de Dunn. La linea de
puntos senala el cc. Barras de escala 20 pm.

Para descartar completamente que el fenotipo se debiera a la delecién deficiente de
Gata3 debido a defectos en la expresion del linea Nes:Cre o a la baja eficiencia de
recombinacion del alelo Gata3™*, generamos otros mutantes Gata3. Como fue descripto
mas arriba, los mutantes nulos de Gata3 mueren en el estadio embrionario E10-E10.5.
Sin embargo, la letalidad puede ser rescatada por la administracion de agonistas
adrenérgicos que compensan la falla en la produccion de norepinefrina (Kaufman et al.,
2003; Lim et al., 2000). Con el objetivo de obtener embriones Gata3”, establecimos
apareos Gata3-®?* x Gata3-%?* y las hembras prefadas recibieron agua fresca
conteniendo isoprotenerol (100ug/ml) y fenilefrina (100ug/ml) desde el dia 7.5 de prefez.
De esa manera fue posible obtener algunos embriones E18.5 Gata3” (Gata3 KO), en los
que realizamos tinciones contra Pkd2l1. Los mutantes Gata3 KO presentan el mismo

fenotipo que los mutantes condicionales, con una marcada reduccion del numero de
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células Pkd2I1+ por seccion, debido a la completa ausencia de CSF-cN’, laterales al canal
central (Figura 44C). Ese resultado nos permite concluir que, la médula espinal sin Gata3
funcional carece de las CSF-cN’, es decir, las neuronas Pkd2l1* mas dorsales, de

ubicacion lateral al canal central.

Gata3 se expresa en las dos poblaciones de CSF-cN

Debido a que solo las CSF-cN’ se ven afectadas en el mutante de Gata3, realizamos
experimentos adicionales para confirmar que Gata3 se expresa en todo el linaje de las
neuronas del canal central y que ambos subgrupos, CSF-cN’ y CSF-cN”, derivan de

precursores Gata3+.

La linea reportera Gata3-2°? permite seguir la expresién del factor de transcripcién a
través de la deteccion de la enzima B-Gal. En la médula espinal Gata3-2? E18.5,
mediante inmunohistoquimica doble para Pkd2l1 y B-Gal, encontramos que el 74+14% de
las células Pkd2I1* expresan p-Gal (Figuras 45A-B), lo cual indica que Gata3 se expresa
al menos en dicha fraccidén de la poblacion neuronal. La expresion de la enzima esta
distribuida de manera similar en ambos grupos, siendo el 73+22% de las CSF-cN’ y el
69+23% de las CSF-cN” positivos para Gata3/B-Gal. Ademas de mostrar que una alta
proporcion de las CSF-cN expresa Gata3, este resultado indica que el hecho de que las
CSF-cN” no requieran de Gata3, no es consecuencia de que el factor de transcripcion no

es expresado en ese subgrupo.

Debido a que la marcacion en Gata3-2°* no es indeleble, es posible que se pierda en
estadios avanzados del desarrollo, si Gata3 deja de expresarse en algunas células. Por
ese motivo realizamos un seguimiento de linaje indeleble de las células que expresan
Gatag, utilizando animales Gata3°;CAG:floxSTOP-tdTomato, en los que la recombinasa

bajo el control de Gata3 dirige la expresién de la proteina fluorescente.

En la médula espinal de embriones Gata3°®;CAG:floxSTOP-tdTomato E18.5
encontramos que el 100% de las neuronas Pkd2I1* expresan la proteina Tomato (Figuras
45C-D, puntas de flecha llenas), lo cual implica que todas las neuronas del canal central
expresan Gata3 o derivan de precursores Gata3*. En conjunto con las observaciones
presentadas en la primera parte, esos experimentos confirman que todas las CSF-cN

derivan de precursores Gata3+* y, por lo tanto, la ausencia selectiva de las CSF-cN’ en los
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Gata3 cKO no se debe a la expresion diferencial del factor de transcripcion en ese
subgrupo.

Gata3tez
Pkd2l1
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o
o

0
BGal* PGal

% células Pkd2l1+

Gata3°™;CAG:floxSTOP-tdTom
Pkd2l1 |[[Tomato || merge | ., D
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% células Pkd2I1+

Tomt Tom™

Figura 45. Gata3 se expresa en los dos subtipos de CSF-cN.

A-B) Experimento de seguimiento de linaje con la linea Gata3-°“, Secciones transversales E18.5
tefiidas con anticuerpos para Pkd2l1 y p-Gal. Las puntas de flecha llenas sefialan células Pkd2I1*
alrededor del canal central expresando B-Gal. Cuantificacion en B (30 secciones, 3 embriones). Tanto
las CSF-cN' (73+22%) como las CSF-cN” (69+23%) son B-Gal*, indicando que expresan Gata3 en
algun momento de su desarrollo. Células Pkd2I1+*,3-Gal sefaladas con flechas. C-D) Seguimiento de
linaje en Gata3°*;CAG:floxSTOP-tdTomato en E185. Inmunohistoquimica para Pkd2l1 y deteccion de
la fluorescencia directa de Tomato. Cuantificaciéon en D. El 100% de las CSF-cN expresa la proteina
fluorescente (puntas de flecha llenas). Las puntas de flecha vacias sefalan células Tomato* alrededor
del canal central que no expresan Pkd2l1. Esas células presentan la morfologia cubica tipica de
ependimocitos. Barras media+DE. Barras de escala 20 pm

Las CSF-cN’ estan ausentes en los mutantes Gata3 cKO

Teniendo en cuenta que Gata3 se expresa en las células postmitéticas, es posible que
controle los pasos finales de la diferenciacion y regule directamente la expresion de
Pkd2l1. Para evaluar esa posibilidad, analizamos la presencia de CSF-cN en el canal

central de ratones Gata3 cKO también a través de otros marcadores.
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Figura 46. Las CSF-cN’ estan ausentes en los mutantes Gata3.

A-B) Secciones transversales de médula espinal E18.5 control Gata3“?* o Gata3 cKO
(Nes:Cre;Gata3-#°#"*) tefiidas con anticuerpos para Pkd2l1 y p-Gal. En los animales heterocigotas
B-Gal se expresa tanto en CSF-cN’ como en las CSF-cN” (flechas). No se detecta expresién de Pkd2I1
ni B-Gal lateral al canal central (cc) en los animales Gata3 cKO. Por el contrario se observan células
Pkd2l1*,B-Gal* ventrales correspondientes a las CSF-cN”. C-F) Inmunohistoquimicas con anticuerpos
para Pkd2l1, Nkx6-1 (D) y Gata2 (E), e hibridaciones in situ con sondas Pkd1l2 (C) y Gata2 (F). No se
detectd senal del mMRNA de Pkd1l2 (C) ni de la proteina (E) o mRNA de Gata2 (F) lateral al cc de los
animales mutantes Gata3. Sin embargo, la expresidon en la region ventral al cc se observé normal
comparada con los animales control. En la tincidn contra Nkx6-1 (D) se puede observar que el
epéndima alrededor del cc no presenta aberraciones notables. La linea de puntos senala el cc. Barras
de escala 20 ym.y 50um en C,F.

Analizamos la expresion de B-Gal que reporta Gata3 en el knock in Gata3%°?. Mientras
que en los animales Gata3-ae?ox detectamos sefal de la enzima B-Gal, tanto lateral al
canal central como en la region ventral, en los animales Nes:Cre;Gata3-2°?"x solo fue
detectada en células ventrales al canal (Figuras 46A-B), en coincidencia con el canal
idnico Pkd112 (Figura 46C). Un patrén de expresion similar fue encontrado para el factor
de transcripcién Gata2, tanto a nivel proteico (Figura 46E) como de mRNA (Figura 46F).
En todos los casos, los animales Gata3 cKO presentan un numero menor de CSF-cN, y
las remanentes siempre son del tipo CSF-cN”, ventrales al canal central. Adicionalmente,

la tincion contra Nkx6-1 reveld que el epéndima no se encuentra alterado en los mutantes
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(Figura 46D), descartando la posibilidad de que la falta de CFS-cN se deba a defectos

estructurales en el canal central.

En conjunto, los experimentos presentados indican que Gata3 cumple funciones
esenciales en el control del desarrollo de las neuronas del canal central. Llamativamente,
a pesar de expresarse en todo el linaje de las CSF-cN, Gata3 es estrictamente necesario
en el subgrupo de las CSF-cN’, mientras que es dispensable para la especificacion del
subgrupo mas ventral, las CSF-cN”, que se desarrolla normalmente en ausencia de
Gatag.

La ausencia de expresion de Gata2 en los mutantes Gata3, ademas de indicar que no
existe diferenciacion de CSF-cN en ausencia de Gata3, sustenta el modelo presentado
en la primera parte, que propone que Gata3 y Gata2 se expresan secuencialmente en el
linaje de las CSF-cN. De esa forma, sugerimos que Gata2 actua rio abajo de Gata3 y que
Gata3 controla su expresion (en las CSF-cN’, no asi en las CSF-cN” donde la expresion

de Gata2 es claramente independiente de Gata3).

Gata3 actua tempranamente en el proceso de diferenciacion

Gata3 se expresa durante un periodo extendido en el transcurso del desarrollo de las
CSF-cN: empieza en el estadio precursor postmitético, rio abajo de Ascl1, pero, previo a
su conversion en neuronas (Figuras 20-21), y aun se detecta su transcripcion en estadios
perinatales, cuando las CSF-cN ya han adquirido su identidad y presentan las
caracteristicas de las neuronas en el adulto (Figura 45).

La expresion postmitética de Gata3 es consistente con el rol que tiene el factor de
transcripciéon en otras regiones del SN, donde cumple funciones diversas pero
relacionadas con eventos avanzados de la especificacion neuronal. Durante la
diferenciacién serotoninérgica, Gata3 controla los pasos finales y regula directamente la
expresion de las enzimas productoras de serotonina (Deneris et al., 2013). Por otro lado,
en el sistema simpatico, Gata3 es necesario para la sobrevida neuronal (Lim et al., 2000;
Moriguchi et al., 2006), mientras que, en el rombdmero 1 del cerebro medio, Gata3, junto
con Gata2, son controladores de la identidad GABAérgica (Lahti et al., 2015).

Teniendo en cuenta la expresion extendida de Gata3 a lo largo del desarrollo de las

CSF-cN, y la variedad de funciones asociadas al factor de transcripcion, decidimos
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eliminar la expresiéon de Gata3 de manera controlada en el tiempo, para obtener

informacion mas precisa sobre su papel.

Realizamos entonces deleciones de Gata3 usando animales CAG:CreER;Gata3lacZ/fox,
En primer lugar, administramos tamoxifeno en E12.5 para eliminar Gata3 antes de su
expresion en las CSF-cN en diferenciacion (~E14-E14.5). Consistente con los resultados
mostrados mas arriba (Gata3 cKO) y el modelo propuesto, encontramos que las CSF-cN
laterales al canal central estan ausentes en los embriones E18.5, mientras que las
CSF-cN”, ventrales, se desarrollan sin alteracion (Figuras 47C-D). Ese fenotipo es similar
al de los animales Gata3 cKOy KO, lo que demuestra que la actividad de Gata3 posterior

a E12.5 esta involucrada en el desarrollo de las CSF-cN.

Del. Gata3||Del. Gata3
Gata3 het| "G ciae. | ariss | D

W CSF-cN'
M CSF-cN"

Pkd2l1
Células Pkd211™*

z
?
L
w
o
z
?
L
w
o

Gata3 Gata3 del. Gata3 del.
het @FE15.5 @E{12.5

2 caGcreER: | CAGiCreER:;
Gatg3tacztiox Gata3taeios Gatg3LacZiox

Figura 47. Gata3 instruye la diferenciacion de las CSF-cN’.

A-C) Secciones transversales de médula espinal E18.5 tefiidas con anticuerpo contra Pkd2l1 para
detectar las CSF-cN en animales control Gata3 heterocigotas (Gata3-*°#+) (A), Gata3 delecionado en
E15.5 (CAG:CreER;Gata3"*?" 6mg tam E15.5) (B), y Gata3 delecionado en E12.5
(CAG:CreER;Gata3##"* 6mg tam E12.5; C). Para prevenir la posible letalidad asociada a defectos en
el sistema simpatico, las hembras prefadas recibieron agonistas adrenérgicos a partir de la
administracion del tamoxifeno. La activacion de Cre se controlé por la presencia de proteinas reporteras
fluorescentes. En A se sefialan los dos subgrupos de CSF-cN. En la delecion en E15.5 no se
observaron diferencias. En los animales en que se elimind Gata3 a partir de E12.5 no se observan
CSF-cN’, pero permanecen las CSF-cN” (corchetes en C). D) Cuantificacion de las CSF-cN por
seccion, separadas en CSF-cN’ y CSF-cN” (10-30 secciones, 2 embriones cada uno). Barras
media+DE. *** p<0.001, n.s. no significativo comparado con el control, prueba de Kruskal-Wallis y
comparacion multiple de Dunn. La linea de puntos sefiala el canal central. Barras de escala 20 pm.

En segundo lugar, con el objetivo de discriminar entre una funcién asociada a los pasos
iniciales de la especificacién y una funcion sobre el final de la misma, como por ejemplo,
el control de la sobrevida o el mantenimiento de la identidad neuronal, activamos la
recombinacion en E15.5, cuando parte de las CSF-cN ya completaron su desarrollo. No
encontramos diferencias en el numero de CSF-cN (células Pkd2l1*) entre los animales en
los cuales se elimind Gata3 en E15.5 y los animales control (Figuras 47A-B,D), lo que

indica que la actividad de Gata3 no es necesaria una vez producidas las neuronas. Esos
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resultados muestran que Gata3 no es esencial en el mantenimiento de la identidad
neuronal ni en la sobrevida de las CSF-cN ya generadas. Por el contrario, Gata3
cumpliria funciones instructivas en la especificacion de las neuronas del canal central, en

particular de las CSF-cN’.
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Figura 48. Las CSF-cN’ no se generan en ausencia de Gata3.

A-C) Secciones transversales de médula espinal E15.5 tefiidas con anticuerpo contra Pkd2I1 en
animales control Gata3 heterocigotas (Gata3-2°#"%) o Gata3 cKO (Nes:Cre;Gata3-7") (A). Se sefialan
los dos subgrupos de CSF-cN. Las CSF-cN’, de origen lateral, no son detectadas en los mutantes
E15.5, a diferencia de lo que ocurre con las CSF-cN”. B-C) Cuantificacion de las CSF-cN totales (B) o
segun su localizacion alrededor del ventriculo (C) por seccién. Se observa una importante disminucion
en el numero de CSF-cN totales en los animales mutantes Gata3 cKO (B) que se corresponde con la
falla en la generacion de las CSF-cN’ (C). No se detectan diferencias en las CSF-cN” entre genotipos
(C). D-E) La distribucion de las CSF-cN a lo largo del eje dorso-ventral confirma que las CSF-cN’ no se
generan en el mutante Gata3 cKO. Se incluye la extension del territorio Nkx6-1* como referencia,
mostrando ademas que la organizacién del neuroepitelio no esta afectada. E) Distribucion de células
Pkd2l11* a lo largo del eje dorso-ventral. En los animales control, se observa una distribucién similar a la
reportada en E14.5 (Figura 16 y Petracca et al., 2016), con un ~15% de las células generandose
adyacentes a la placa del piso (pp). En los animales Gata3 cKO, las unicas células remanentes tienen
esa ubicacion, consistente con las CSF-cN”. Barras media+DE (10-15 secciones, 2 embriones cada
uno). *** p<0.001, n.s. no significativo prueba de Mann-Whitney. Barras de escala 20 um

Para confirmar el rol de Gata3 en las etapas iniciales de la especificacion, analizamos los
mutantes Gata3 cKO en estadios mas tempranos. En E15.5 observamos, mediante
inmunohistoquimica, que los Gata3 cKO presentan un numero menor de células Pkd2I1+
en comparacion con los heterocigotas (Figuras 48A-B). Al igual que en E18.5,
encontramos que las células Pkd2l1* dorsales estan ausentes (Figura 48C), mientras que
las de origen y localizacién ventral (CSF-cN”) no estan afectadas. De esa forma,
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confirmamos que Gata3 actua en el inicio del desarrollo de las CSF-cN’ y que, en

ausencia de Gata3, esas neuronas no se producen, ni siquiera de manera transitoria.

El analisis de la distribucion a lo largo del eje dorso-ventral muestra que, en los animales
control, aproximadamente el 15% de las células Pkd2I1* corresponden al subgrupo
CSF-cN”. En contraste, en los Gata3 cKO, debido a la ausencia completa de CSF-cN’,
las neuronas mas ventrales representan el 100% de las CSF-cN remanentes (Figura
48E). El territorio Nkx6-1+ fue incluido como referencia (Figura 48D). La distribucién de
las CSF-cN en el mutante E15.5 constituye una evidencia adicional de que las CSF-cN’,
de origen dorsal, son selectivamente afectadas por la ausencia del factor de

transcripcion.

Los resultados presentados sugieren que Gata3 actua en un segundo estadio del
desarrollo de las CSF-cN, a continuacion de Ascl1, e instruye la especificacion del
subgrupo CSF-cN’. Los experimentos realizados no permitieron determinar el destino de
los precursores de las CSF-cN’ en ausencia de Gata3. Una posibilidad seria que los
precursores que no pueden progresar en la diferenciacion adquieran identidades
alternativas. Teniendo en cuenta que en ausencia de Ascl1 los progenitores prospectivos
de las CSF-cN se diferencian en ependimocitos, es probable que algo similar ocurra en
ausencia de Gata3. Para resolver esto sera preciso realizar seguimientos de linaje con la
linea Gata3°° en ausencia de Gata3. Hasta el momento, hemos realizado un
experimento  preliminar, no mostrado en esta tesis, con animales
Gata3¢eox: CAG:floxSTOP-tdTomato (estrategia similar de mapeo de destino para Gata3
en ausencia del factor de transcripcion, similar a la Figura 34A). En esa condicion, la
diferenciacion de las CSF-cN’ esta impedida y encontramos abundantes células Tomato*
de forma cubica rodeando el canal central, con morfologia semejante a la de los
ependimocitos. De comprobarse esa observacion preliminar, indicaria que, en ausencia

de Gatag, los precursores de las CSF-cN se convierten en ependimocitos.

Sin embargo, es posible que los precursores que no logran diferenciarse por la ausencia
de Gata3 entren en apoptosis. En los mutantes Gata3 cKO E15.5 y E18.5 no observamos
expresion de p-Gal alrededor del canal central (Figura 46 y datos no mostrados) a pesar
de que la transcripcion del reportero deberia haberse iniciado normalmente. Dos
escenarios posibles explican esa observacion. Por un lado, es posible que los

precursores B-Gal* entren en apoptosis y desaparezcan, lo que sera preciso evaluar
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debidamente mediante la deteccion de Caspasa3 activada o ensayos de TUNEL que

indiquen muerte celular en los mutantes E14.5-E15.5.

En segundo lugar, la ausencia de B-Gal podria reflejar mecanismos auto-regulatorios de
Gata3, donde Gata3 regularia positivamente su transcripcidn y seria necesario para
mantener su propia expresion en las neuronas postmitdticas CSF-cN. Ese mecanismo
regulatorio ha sido propuesto como un motivo comun para los genes que controlan la
diferenciacién terminal (Hobert, 2011). Los factores de transcripcion selectores terminales
se expresan en las células postmitdticas y coordinan la expresion corregulada de los
genes que confieren una identidad neuronal especifica, como canales idnicos, enzimas,
receptores y otros factores de transcripcion. Consideramos que Gata3 podria estar
actuando de esa forma, dirigiendo la especificacion de las CSF-cN’ en los precursores

postmitoticos, en un estadio posterior al primer paso coordinado por Ascl1.

En resumen, nuestros experimentos sefialan que Gata3 es necesaria para la
diferenciaciéon de las CSF-cN’. Proponemos que Gata3 actua sobre precursores
postmitodticos, en los pasos iniciales del proceso iniciado por Ascl1. Sin embargo,
experimentos adicionales seran necesarios para comprender la funcion de Gata3 vy
determinar el destino de los precursores que no logran continuar con el programa de

especificacion.

Gata2 cumple funciones redundantes con Gata3 en el desarrollo de
las CSF-cN”.

Por ultimo, comenzamos a evaluar si Gata2, expresado en los pasos finales de la
diferenciacién de las CSF-cN, es requerido para la especificacion de ese grupo de
neuronas. En el laboratorio, hemos demostrado que la expresion de Gata2 se inicia de
manera simultanea con la de Pkd2I1, hacia el final de la especificacion de las CSF-cN
(Petracca et al., 2016).

La delecidn constitutiva de Gata2 es letal en estadios tempranos del desarrollo (E10.5)
debido a una severa anemia (Tsai et al, 1994). Generamos entonces animales
Nes:Cre;Gata26FF/lox mutantes nulos condicionales al SN, en los cuales la recombinasa

controlada por Nestina (Figura 13) escinde el exon 5 de Gata2, produciendo una proteina
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trunca incapaz de unirse al DNA (Figura 10, Charles et al., 2006). En E18.5 encontramos
que el numero de células que expresan Pkd2l1 en la médula espinal Gata2 CKO es
indistinguible del de sus hermanos control (Figuras 49A-B), sin alterarse tampoco la
proporcidon de CSF-cN’ y CSF-cN” (Figura 49E). Sin embargo, no podemos descartar que
Gata2 esté implicado en regulaciones mas especificas del fenotipo terminal de las
CSF-cN, como la diferenciacion del proceso en contacto con el CSF, su conectividad o la
sintesis de neurotransmisor, que deberan ser evaluados en el futuro. De hecho, a pesar
de que la cantidad de CSF-cN es normal, la ubicacion y organizacion de las neuronas
alrededor del canal central parece alterada.
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Figura 49. Gata2 es redundante con Gata3 en el desarrollo de las CSF-cN”.

A-D) Especificacidon de las CSF-cN en ausencia de Gata2 o de Gata2 y Gata3. Inmunohistoquimicas
sobre secciones transversales de médula espinal E18.5 control (Gata2;Gata3 heterocigotas), Gata2
cKO  (Nes:Cre;Gata26fP™%  Gata3 c¢KO (Nes:Cre;Gata3%°") vy Gata2;Gata3 DKO
(Nes:Cre;Gata26 "X, Gata3'°#"), Los corchetes sefialan los dos grupos de CSF-cN. En los Gata2
cKO se genera el numero correcto de CSF-cN’ y CSF-cN”. En los Gata2;Gata3 DKO no se distinguen
CSF-cN’ y la cantidad de CSF-cN” estd muy reducida. El nimero de CSF-cN” en el DKO fue
significativamente diferente del obtenido en el control, Gata2 cKO y Gata3 cKO (*** en cada caso).E)
Numero de células Pkd2I1* por seccién, separadas segun su ubicacion alrededor del canal central (20-
30 secciones, 2-3 embriones cada uno). *** p<0.001, n.s. no significativo comparado con el control a
menos que se indique lo contrario. Prueba de Kruskal-Wallis y comparacion multiple de Dunn. La linea
de puntos sefala el canal central. Barras media+DE. Barras de escala 20 pm.

Gata2 y Gata3 son parte de la familia Gata, y, de entre los 6 miembros, estan mas
filogenéticamente relacionados/cercanos (Lowry et al., 2000). Son coexpresados durante
el desarrollo de multiples poblaciones celulares, tanto en el SN como fuera de él (Deneris
et al., 2013; Haugas et al., 2012; Hosoya et al., 2010; Karunaratne et al., 2002; Lahti et
al., 2015; Lillevali et al., 2004; Virolainen et al., 2012) y en algunos casos se ha reportado
que cumplen funciones redundantes (Lahti ef al., 2015). Por ese motivo, decidimos
explorar si Gata3 y Gata2 son redundantes en la especificacion de las CSF-cN”. Como
demostramos anteriormente Gata3 es indispensable para la generacion de las neuronas
del canal central mas dorsales, las CSF-cN’ (Figura 44), mientras que el desarrollo de las
CSF-cN” no requiere de la actividad de ninguna de las dos proteinas Gata por separado
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(Figuras 44 y 49B). En el pez cebra, sin embargo, ambos subgrupos de neuronas
dependen de los factores de transcripcion Gata. Gata3 controla la especificacion de las
CSF-cN’ y Gata2 la de las CSF-cN” (Yang et al., 2010). Hipotetizamos que, si los
factores de transcripcion Gata también cumplen funciones esenciales en la generacion
de las CSF-cN del raton, Gata2 y Gata3 podrian ser redundantes en la diferenciacion de
las CSF-cN” y, de esa forma, se explicaria la persistencia de las CSF-cN mas ventrales

en los mutantes Gata3.

Para contestar esa pregunta, generamos mutantes dobles, ambos condicionales al SN.
Al igual que en los casos anteriores, en los animales Nes:Cre;Gata26FPox; Gata3-22/fox |g
recombinasa elimina los exones 5 y 4 de Gata2 y Gata3 respectivamente, generando
proteinas inactivas. La obtencién de esos animales es laboriosa ya que requiere varias
generaciones y lograr los 5 alelos en un individuo tiene baja probabilidad. Por ese motivo
la exploracion ha sido limitada. Mediante inmunohistoquimicas contra Pkd2I1,
encontramos que los dobles mutantes carecen de CSF-cN laterales al canal central
(CSF-cN’, Figuras 49D-E), siendo en ese aspecto indistinguibles de los mutantes Gata3
cKO (Figura 49C). Respecto de las CSF-cN”, de ubicacion ventral, encontramos que en
los Gata3;Gata2 DKO estan significativamente reducidas respecto de los animales
control, Gata2 cKOy Gata3 cKO (Figura 49E; control: 6+2, Gata2 cKO: 5+2, Gata3 cKO:
4+2, Gata2/3 DKO: 1+1), con un gran numero de secciones que carecen completamente
de CSF-cN. Ese defecto en la generacion de las CSF-cN”, exclusivo de los dobles
mutantes (pero no detectado en los mutantes simples), sugiere que Gata2 es capaz de
compensar la ausencia de Gata3 en la especificacion de las CSF-cN” y que la actividad
de los factores de transcripcion Gata es esencial para la especificacion de las CSF-cN”.
Por el contrario, la generacion de las CSF-cN’ depende indefectiblemente de Gata3 y
dicha actividad no puede ser reemplazada por Gata2. De esa forma concluimos que la
actividad de los factores de transcripcion Gata, cuya expresion comienza en precursores

postmitoticos, es esencial para la generacion de las CSF-cN en su conjunto.

A modo de resumen, en esta seccion presentamos evidencias que sustentan un modelo
en el cual la diferenciacion de las CSF-cN requiere de la actividad de las proteinas Gata.
En el caso de las CSF-cN’, Gata3 es necesario e irremplazable en el proceso de
especificacion donde esta implicado en la instruccién del destino rio abajo de Ascl1. En

cambio, el desarrollo de las CSF-cN” no depende especificamente de Gata3 ni de Gata2,
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pero si precisa de la accidon de alguno de los dos factores de transcripcion, lo cual indica

gue pueden actuar de manera redundante (Figura 50).

E14-E16

PO

Figura 50. Los factores de
transcripcion Gata son
esenciales para la
diferenciacion de las CSF-cN.

Gata3 es requerido para la
generacion de las CSF-cN’ en las
que instruye su especificacion en
los pasos iniciales. Las CSF-cN”
no requieren de Gata3, pero su
desarrollo se ve afectado en
ausencia de Gata3 y Gata2,
sugiriendo que las dos proteinas
cumplen en este caso funciones
redundantes.
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En esta tesis se identifica parte de la red transcripcional que controla la especificacion de
las CSF-cN de la médula espinal. Si bien esa clase de neuronas fue descripta hace
alrededor de un siglo (Agduhr, 1922; Kolmer, 1921; Studnicka, 1900; Vigh et al., 2004), a
diferencia de la mayoria de las neuronas espinales, su ontogenia no habia sido aun
dilucida. Una de las razones de esta vacancia es el hecho de que las neuronas del canal
central son el resultado de eventos neurogénicos en estadios avanzados del desarrollo
embrionario, que, hasta recientemente, habian sido considerados exclusivamente
gliogénicos. Por lo tanto, los mecanismos genéticos descriptos en esta tesis no solo son
responsables de la especificacion de una clase neuronal notable en cuanto a su
morfologia, ubicacién y funciones posibles, sino también del unico evento neurogénico

descripto en el tubo neural tardio.

AscL1 Y GATA3/2 DIRIGEN LA ESPECIFICACION DE LAS CSF-CN

Los resultados de esta tesis demuestran que los factores de transcripcion Ascl1, Gata3 y
Gata2 se expresan secuencialmente en el curso de la diferenciaciéon de las CSF-cN y son

componentes importantes de la red transcripcional que gobierna su especificacion.

Ascli

Mediante analisis de expresion y seguimientos de linaje, demostramos que las CSF-cN
se diferencian a partir de progenitores Ascl1*, que proliferan alrededor de E13.5 (Figuras
16-19). El estudio de animales nulos para Ascl1 indica que Ascl1 es responsable de
iniciar el proceso de diferenciacion de las neuronas del canal central (Figuras 23-26).
Adicionalmente, la expresion de Ascl1 en los propios progenitores celulares parece ser
necesaria para que las CSF-cN adquieran su identidad, lo que sugiere que Ascl1 actua

fundamentalmente con autonomia celular (Figuras 33-36).

Ascl1 se constituye, de esa forma, en el primer factor identificado necesario para el
desarrollo de la totalidad de las CSF-cN de ratéon. Proponemos que es uno de los
elementos iniciales 0 maestros en el proceso de diferenciacion de esa clase neuronal. La
ausencia de Gata3 y Gata2 en los mutantes Ascl1 (Figuras 24-25) sefala que la

expresion de esos factores de transcripcion depende de Ascli.

Notablemente, encontramos que, mas alld de su rol neurogénico, Ascli instruye la

especificacion de las CSF-cN, ya que el reemplazo con Neurog2 no recupera el
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desarrollo de las neuronas del canal central (Figura 23C). En la mayoria de los casos a lo
largo del SNC, Ascl1 regula la especificacion de neuronas GABAérgicas. Por ejemplo,
Ascl1 dirige la especificacion de neuronas inhibitorias en el telencéfalo (Casarosa et al.,
1999; Fode et al., 2000), en el diencéfalo (Virolainen et al., 2012), en el cerebro medio
(Kala et al., 2009; Lahti et al., 2015), y en algunos dominios de la médula espinal (Wildner
et al., 2006). Con el trabajo presentado en esta tesis, se agregan CSF-cN espinales a las

neuronas inhibitorias reguladas por Ascl1.

Gata3

Los resultados demuestran que Gata3 inicia su expresion rio abajo de Ascl1 en los
precursores postmitéticos de las CSF-cN que aun no completaron su diferenciacion
(Figuras 19-21), mientras que Gata2 se expresa en pasos mas avanzados, en

coincidencia con la adquisicion de la identidad neuronal (Petracca et al., 2016).

Gata3 se expresa en multiples clases de neuronas, donde cumple funciones variadas. En
el sistema serotoninérgico, Gata3 actua en los pasos finales, controlando la sintesis de
neurotransmisor (Deneris et al., 2013). Por otro lado, en los ganglios simpaticos del SN
autonomo vy las células cromafines de la medula adrenal, Gata3 esta involucrado en la
diferenciacién y sobrevida de las neuronas adrenérgicas (Moriguchi et al., 2006),
mientras que, en el cerebro medio y diencéfalo, esta asociado a la especificacion
GABAérgica (Kala et al., 2009; Lahti et al., 2015; Virolainen et al., 2012).

En el caso de las CSF-cN, Gata3 actua en un segundo paso de la especificacion, luego
de la accion de Ascl1 (Figura 44). Mediante la delecion de Gata3 en estadios avanzados,
descartamos que Gata3 regule el mantenimiento o la conservacion de la identidad de las
CSF-cN una vez que alcanzaron el caracter neuronal (Figuras 47-48). Resta elucidar si
en ausencia de Gata3 desde estadios tempranos, los precursores se transdiferencian o si
entran en apoptosis y desaparecen. Proponemos que Gata3 es necesario en los pasos
iniciales de la especificacion postmitética, donde instruye la identidad de las CSF-cN. Por
otro lado, en los mutantes Gata3, no detectamos expresion de Gata2 (Figura 46), lo cual
indica que su expresion esta controlada por Gata3. De esa forma, validamos la secuencia
Ascl1-Gata3-Gata2, no solo en cuanto a la temporalidad de expresion, sino también a

nivel de regulacién génica.

La secuencia Gata3-Gata2 es atipica. En ninguna de las otras poblaciones neuronales
gue expresan esos factores de transcripcion, Gata3 precede a Gata2 (Achim et al., 2013;
Kala et al., 2009; Lahti et al., 2015; Pattyn et al., 2004; Virolainen et al., 2012), ni siquiera
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en la médula espinal ventral durante la fase neurogénica, donde la expresion de Gata2
en precursores p2 antecede la inducciéon de Gata3 en neuronas V2b (Figura 17, Francius
et al., 2015; Joshi et al., 2009; Peng et al., 2007). Eso refleja la existencia de diferentes
estrategias regulatorias de los factores Gata en cada poblacion, que, probablemente, se
llevan a cabo a través de enhancers especificos para cada tejido (Zhou et al., 2000). Por
otro lado, el modulo Gata3-Gata2, que opera en los precursores postmitéticos de las
CSF-cN’, es semejante al encontrado en pez cebra (Yang et al., 2010), lo que sugiere
que el desarrollo de las CSF-cN esta parcialmente conservado entre especies amniotas y

no amniotas (ver mas adelante).

Gata2

Respecto de Gata2, encontramos que ese factor de transcripcién no es estrictamente
necesario para el desarrollo de las CSF-cN (Figura 49). Si bien no exploramos en
profundidad el fenotipo de los mutantes Gata2 cKO (tarea que abordaremos en el futuro),
observamos que la expresion de Pkd2l1 y la morfologia y ubicacion de las neuronas
estdn mayormente conservadas. Entonces, ¢qué funcidn cumple Gata2 en la

especificacion de las CSF-cN?

Gata2 se coexpresa con Gata3 y Tal1/2 en varias poblaciones neuronales del SNC
(Achim et al., 2013; Joshi et al., 2009; Kala et al., 2009; Lahti et al., 2015; Virolainen et
al., 2012) y en el sistema hematopoyético (Bresnick et al., 2012; Hosoya et al., 2010).
Salvo las neuronas serotoninérgicas en el cerebro posterior, el resto de las poblaciones
Gata2+ del SNC producen GABA, por lo que se ha propuesto que Gata2 podria funcionar
como un selector terminal del destino GABAérgico (Achim et al., 2013; Achim et al., 2014;
Hobert, 2011). Se han denominado selectores terminales a los factores de transcripcion
de expresion postmitética que regulan genes asociados a una identidad neuronal. Su
ausencia suele tener como consecuencia la transformacion de las neuronas en
identidades alternativas (transformaciones homeodticas, Arlotta et al., 2015). Tal es el
caso de los mutantes Gata2 en el cerebro medio y en el diencéfalo, donde la pérdida de
Gata2 resulta en un mayor nimero de neuronas glutamatérgicas, a expensas de células
GABAérgicas (Kala et al., 2009; Virolainen et al., 2012).

Gata2 podria cumplir una funcién similar en la especificacion de las CSF-cN, controlando
la identidad GABAérgica de esas neuronas. Para validar esto, serda necesario evaluar
posibles alteraciones en la expresion de marcadores GABAérgicos (como Gad1 vy el
transportador vesicular Slc32) o la expresidon ectdpica de los transportadores de
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glutamato (Vglut1-3) en las CSF-cN de los mutantes Gata2. El inicio de la expresién de
Gata2 en etapas avanzadas del proceso de diferenciacién y la generacion de las

CSF-cN, aun en ausencia de Gata2, son consistentes con una accion terminal.
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Figura 51: Ascl1, Gata3 y Gata2 se expresan secuencialmente en el desarrollo de las
CSF-cN y dirigen el proceso de diferenciacion.

Las CSF-cN se generan a partir de dos regiones restringidas del neuroepitelio tardio (marcadas en rojo
a la izquierda): el dominio p2/pOL y la porcién mas ventral del dominio p3, que generan las CSF-cN’ y
CSF-cN”, respectivamente. Las cajas gris claro muestran los factores de transcripcion expresados en
los progenitores tardios o precursores postmitéticos. Las cajas gris osuro muestran los factores de
transcripciéon involucrados en cada paso y region. Cada subpoblacién tiene planes ligeramente
diferentes, pero gobernados en todos los casos por Ascl1. La especificacion postmitética de las
CSF-cN’ depende de Gata3, mientras que en las CSF-cN” la accion de Gata3 y Gata2 es redundante.
En ausencia de Ascl1, las CSF-cN adquieren la identidad de ependimocitos. I-p0-3: dominios tardios
(late) p0-3.

ORIGEN DUAL Y MECANISMOS DIFERENCIALES EN EL
DESARROLLO DE LAS CSF-CN

En nuestro laboratorio demostramos que las CSF-cN comprenden dos subgrupos
diferentes en cuanto a su fisiologia y ontogenia, de manera similar a lo que ocurre en el
pez cebra (Bernhardt et al., 1992; Martin et al., 1998; Park et al., 2004; Yang et al., 2010).
Las CSF-cN’, de ubicacion lateral al canal central, se generan a partir de coordenadas
mas dorsales, correspondientes a los dominios progenitores tardios p2 y pOL, mientras
que las CSF-cN”, que se localizan ventrales al canal central, se diferencian a partir de

progenitores ubicados en la frontera entre el dominio p3 y la placa del piso (Figura 8).
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Las CSF-cN’ y CSF-cN” estan diferencialmente controladas por Gata3

En esta tesis, encontramos que la secuencia de expresion Ascl1-Gata3-Gata2 es un
despliegue comun de los dos subgrupos de CSF-cN. Ascl1 inicia la diferenciaciéon de
esas neuronas (Figuras 23-24), mientras que los factores Gata parecen ser responsables
de la especificacion terminal, rio abajo de Ascl1 (Figuras 44,49). Demostramos entonces,
la existencia de un programa de diferenciacion comun, en el que las CSF-cN, en su

conjunto, son dependientes de Ascl1 y factores Gata.

Sin embargo, encontramos que solo las CSF-cN’ son susceptibles a la ausencia de
Gata3. A pesar de que Gata3 se expresa en la totalidad de las neuronas del canal central
(Figura 45), solo es necesario para la diferenciacion de las células mas dorsales, las
CSF-cN’ (Figuras 44,48), sin alteracion de las CSF-cN”. No obstante, nuestros resultados
senalan que la diferenciaciéon de las CSF-cN” también requiere de actividad Gata, como
se evidencia en el menor numero de CSF-cN” en los mutantes dobles Gata2;Gata3
(Figura 49). La accion de los dos factores Gata parece ser redundante, ya que las
CSF-cN” no se encuentran afectadas en los mutantes simples. Esa redundancia entre
Gata2 y Gata3 no es muy extendida en el SN (o al menos no ha sido extensamente
reportada), salvo en la produccion de interneuronas V2 en el romboémero 1 (Lahti et al.,
2015).

Esa regulacion guarda similitud con lo observado en pez cebra, donde las CSF-cN’
dependen de Gata3 para su diferenciacion, mientras que, en las CSF-cN” Gata2 controla
la expresion de Gata3 e instruye su identidad neuronal (Yang et al., 2010). ;Cémo se

explican esas diferencias regulatorias en la especificacion de cada grupo?

Es posible que exista una relacion entre los programas genéticos particulares de las
CSF-cN’ y CSF-cN”, y las combinaciones de genes tempranos expresados en cada
grupo de progenitores. Las CSF-cN’ y CSF-cN” se generan a partir de progenitores que
ocupan coordenadas diferentes en el eje dorso-ventral y que, en consecuencia, expresan
un conjunto de genes que son especificos para cada posicion. Progenitores del dominio
p2/pOL, que expresan el factor de transcripcion Pax6, se diferencian en CSF-cN’,
mientras que las CSF-cN” se generan a partir de progenitores p3 Nkx2-2*. Por un lado, la
ausencia de Pax6 en animales mutantes impacta selectivamente sobre las CSF-cN’
(Petracca et al., 2016), con un fenotipo similar al de los Gata3 cKO. Teniendo en cuenta
gue Pax6 se expresa en progenitores y disminuye durante la diferenciacion, proponemos
que Pax6 opera rio arriba de Gata3 y regula su expresion/actividad. La expresiéon de
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Pax6, a su vez, es resultado del patterning del tubo neural en respuesta a la actividad de
Shh (Ericson et al., 1997).

En segundo lugar, hipotetizamos que los factores de transcripcion Nkx2 (Nkx2-2 y Nkx2-
9), expresados en los progenitores de las CSF-cN”, regulan su desarrollo a través del
control de proteinas Gata. En el pez cebra, los mutantes de la familia nkx carecen de
CSF-cN” (Yang et al., 2010), lo cual es consistente con nuestra hipétesis. Proponemos
entonces, que los genes de expresion temprana controlan la actividad diferencial de los
factores de transcripcion Gata en las CSF-cN’ y CSF-cN”. A su vez, Pax6 y Nkx2 se

encuentran rio abajo de la sefnalizacién por Shh y del patterning del tubo neural.

En ese contexto, donde las CSF-cN’ y CSF-cN” comparten la expresion de los factores
Gata, pero operando de manera diferente, es posible plantear dos escenarios que
expliquen esa disparidad. Por un lado, Pax6 y Nkx2 podrian inducir la expresion de
combinaciones de proteinas que ensamblan complejos transcripcionales diferentes en las

CSF-cN’ o CSF-cN”, con participaciones distintas de los factores Gata en cada caso.

Alernativamente, la expresion de Pax6 o Nkx2 podria impactar diferencialmente sobre las
secuencias regulatorias de los genes que determinan la identidad CSF-cN (por ej.
Pkd2l1, Pkd1l2). De esa forma, en las CSF-cN’ solo estarian accesibles los elementos
regulatorios blancos de Gata3, mientras que en las CSF-cN” deberian ser activables
tanto los sitios de unién de Gata2 como de Gata3, para asi explicar la redundancia entre
ambas proteinas. Eso permite proponer que, en el proceso de diferenciacién, no solo es
importante la combinacidon de factores de transcripcion expresados, sino también la
historia previa del linaje (Yang et al., 2010). La gran similitud entre las células finalmente

producidas en cada grupo favorece esa vision.

¢ Fuentes diferentes, células diferentes?

Nos preguntamos si existe una ventaja adaptativa asociada a tener una clase de
neuronas generada a partir de dos fuentes alternativas y por mecanismos diferentes. Se
puede suponer que el origen dual de las CSF-cN asegura la distribucion de las mismas
en el aspecto lateral y ventral del canal central, asumiendo que esa disposicion fuese
importante para la funcion de las CSF-cN.

Existen otros casos de poblaciones celulares en el SNC producidas a partir de regiones
diferentes del neuroepitelio. Por ejemplo, los oligodendrocitos se generan a partir del

dominio pOL ventral y a partir de los dominios dorsales dp3-dp6 (Fogarty et al., 2005;
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Richardson et al., 2006; Rowitch et al., 2010; Vallstedt et al., 2005). En ese caso, donde
los oligodendrocitos tienen que cubrir grandes areas, es facil especular que la
multiplicidad de origenes asegura su distribucion. De hecho, se ha observado que, a
diferencia de lo que ocurre en el raton, en el embrion de pollo, los oligodendrocitos se
generan solo a partir del neuroepitelio ventral, lo que ha sido relacionado con el volumen
cortical y distancias migratorias menores (Richardson et al., 2006). De esa interpretacion,
se desprende una pregunta interesante: es posible que dos poblaciones de progenitores
diferentes, sometidas a distinta informacion posicional y a la accion de distintas cascadas
transcripcionales, converjan en el mismo fenotipo celular final? En ese sentido, el caso de
las CSF-cN resulta interesante, ya que dos programas genéticos posicionalmente
diferentes convergen en la expresion de los factores de transcripcion Ascl1, Gata2 y

Gata3, aunque con diferencias en sus funciones.

Por otra parte, es probable que el origen dual de las CSF-cN signifique que en realidad
se trata de subtipos celulares distintos, con caracteristicas y funciones particulares. En
nuestro laboratorio demostramos que los dos subgrupos de CSF-cN difieren en sus
propiedades fisiologicas (Petracca et al., 2016). Adicionalmente, resultados aun no
publicados del laboratorio de Claire Wyart, sugieren que las CSF-cN’ y CSF-cN” se
comportan diferentemente en la regulacion de circuitos locomotores en el pez cebra
(comunicacion personal, Fidelin et al., 2015; Wyart et al., 2009). El origen dual de las
CSF-cN, en este caso, podria contribuir a la generacion de dos grupos de neuronas con
marcadores moleculares y funciones especificas. Algo similar ocurre con las neuronas
Cajal-Retzius, que se generan a partir de al menos tres areas distintas para distribuirse
en regiones corticales especificas donde contribuyen con distintos aspectos del
desarrollo cortical (Bielle et al., 2005; Griveau et al., 2010).

ASCL1 CONFIERE POTENCIAL NEUROGENICO A PROGENITORES
TARDIOS

Los ependimocitos son células epiteliales especializadas que aislan al SNC del CSF, y
atraviesan un proceso de diferenciacion que incluye la generacion de una superficie
ciliada y la expresion de marcadores epiteliales especificos, ademas del establecimiento
de las uniones estrechas que constituyen la barrera epitelial (Alfaro-Cervello et al., 2012;
Bruni, 1998; Meletis et al, 2008). Junto con astrocitos y oligodendrocitos, los

ependimocitos se generan entre ~E14 y E16, a partir de progenitores neurales tardios de
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los dominios ventrales p2 y pOL (Fu et al., 2003; Spassky et al., 2005; Yu et al., 2013), la

region que constituye la principal fuente de las CSF-cN.

Sugerimos entonces que, en esos territorios, coexisten los progenitores de las CSF-cN
con los de ependimocitos. Esto queda demostrado con nuestros experimentos de mapeo
de destino de los progenitores prospectivos de las CSF-cN, que, en ausencia del factor
de transcripcion, adquieren identidades ependimarias (Figuras 38-42). Es decir, la
expresion de Ascl1 confiere potencial neurogénico a progenitores ventrales tardios y es

responsable de la generacion de neuronas a partir de un epitelio por lo demas gliogénico.

Esa capacidad de Ascl1 de promover destinos neuronales frente a alternativas no-
neuronales, difiere de funciones descriptas en estadios puramente neurogénicos donde
la expresion de Ascl1 distingue entre diferentes tipos neuronales o entre la diferenciacion
neurogénica y la proliferacion de los progenitores. Ejemplos de esto son la generacion de
interneuronas corticales (Casarosa et al., 1999; Fode et al., 2000), de interneuronas dI3,
di5 y diLa en la médula espinal dorsal (Helms et al., 2005; Kriks et al., 2005; Wildner et
al., 2006) y de neuronas inhibitorias en el cerebelo (Grimaldi et al., 2009). Sin embargo,
durante la generacion de las CSF-cN, Ascl1 parece decidir entre un destino neuronal y
no-neuronal producidos simultdneamente. El Unico otro caso, de nuestro conocimiento,
en que ocurre algo similar, se da fuera del SNC, durante la diferenciacion de los ganglios
parasimpaticos del SN auténomo (Dyachuk et al., 2014). En ese caso, Ascl1 se expresa
en los progenitores de las células de Schwann (células mielinizantes en el SNP)
presentes en los nervios craneales y toracicos, y su expresion es suficiente para reclutar
a esos progenitores gliales y diferenciarlos en neuronas parasimpaticas. De manera
similar a lo que ocurre con Ascl1 en la médula espinal tardia, en su ausencia, esos
progenitores se diferencian en células de la glia (Dyachuk et al., 2014). Esos resultados
demuestran la capacidad fisiolégica de Ascli de conferir potencial neurogénico a
progenitores comprometidos con destinos no-neuronales, que estd en linea con la
utilizacién de Ascl1 en las transformaciones neuronales artificiales tanto in vitro como in
vivo (Arlotta et al., 2014; Karow et al., 2012; Torper et al., 2013; Vierbuchen et al., 2010).

Nuestros experimentos sugieren dos funciones de Ascl1: por un lado, la induccion del
destino neuronal CSF-cN, y, por otro, la inhibiciéon de la diferenciacion no-neuronal
(glial/fependimocitica). De modo especulativo, podemos proponer que Ascli ejerce esa
segunda funcion, al menos en parte, regulando negativamente la expresion de Sox9
(Scott et al., 2010; Stolt et al., 2003). Mutantes de Sox9 condicionales al SN analizados

en el laboratorio (tesis doctoral Y. Petracca, 2015) presentan un mayor numero de
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CSF-cN, lo que sugiere que Sox9 previene la diferenciacion neuronal en el epitelio
gliogénico. Adicionalmente, en nuestros experimentos de seguimiento de linaje,
encontramos que, en ausencia de Ascl1, los progenitores prospectivos de las CSF-cN
son incapaces de silenciar la expresion de Sox9, como si ocurre en el contexto wild type
(Figuras 19,34,40). A partir de esas evidencias, podria existir una suerte de interaccion
represiva mutua entre Sox9 y Ascl1, donde Ascl1 reprime la expresion de Sox9 a medida
que progresa la diferenciacion neuronal, y Sox9 reprime a Ascl1 para convertir

progenitores en ependimocitos y astrocitos.

Especulamos entonces, que Ascl1 controla la diferenciacion de las CSF-cN ejerciendo
dos acciones principales: induce la expresion de Gata3, que instruye rio abajo la
especificacion, al mismo tiempo que previene la diferenciacién ependimaria y astrocitica

regulando negativamente la expresion de Sox9.

SWITCH EN COMPETENCIAS PROGENITORAS

La expresion de los factores de transcripcion que controlan la especificacion neuronal a
lo largo del SNC esta restringida espacial y temporalmente por sefales extrinsecas e
intrinsecas (Briscoe et al.,, 2001; Guillemot, 2007; Jessell, 2000). En ese sentido, la
expresion de Ascl1 en el tubo neural tardio también depende de restricciones espaciales,
impuestas por el patterning del SNC, y temporales, después del switch que genera el

cambio de competencias entre el tubo neural temprano y tardio.

Si bien Ascl1 se expresa de manera continua entre los estadios E10.5-E14.5 en el
neuroepitelio ventral, su funcion cambia radicalmente entre las fases neurogénica vy
gliogénica. Experimentos presentados en esta tesis evidencian que la expresion tardia de
Ascl1 no es una prolongacion de la expresion en la zona ventricular temprana, lo que
implica una regulacién especifica en la etapa gliogénica. La expresion temprana de
Ascl1, durante la fase neurogénica, depende del factor de transcripcion Foxn4 (Figura 27,
Li et al, 2005), pero Foxn4 es apenas detectable en la médula espinal en E13.5.
Adicionalmente, en los mutantes Foxn4 E13.5, la expresion de Ascl1 es normal (Figura
27), lo que sugiere que mecanismos independientes de Foxn4 regulan la expresion de
Ascl1 en la médula espinal ventral a partir de ~E13. Esto es consistente con que,
conforme avanza el desarrollo, la expresion ventral de Ascl1 se vuelve mas extendida y

menos restringida al dominio p2.
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Proponemos que la variacién en la regulacion de Ascl1 esta asociada a la conversion de
competencias que ocurre masivamente en el tubo neural (Bayraktar et al., 2015; Rowitch
et al., 2010) y que, probablemente, los mecanismos detras de ese cambio de
competencias son también responsables de las funciones diferentes que Ascl1 cumple
en ambas etapas. Para el switch neurogénesis-gliogénesis se han propuesto varios
mecanismos diferentes: la via JAK/STAT (Miller et al., 2007), los factores de transcripcion
Sox9 (Stolt et al., 2003) y Coup-TFI/ll (Naka et al., 2008), cambios en la expresion de
ligandos de Notch (Rabadan et al., 2012) y alteraciones en el alcance de Shh mediados
por la enzima Sulfatasa 1 (Danesin et al., 2006), entre otros.

Respecto a eso, la expresion de Ascl1 en E13.5 es regulada por la via de Notch/Delta.
Experimentos no incluidos en esta tesis, en los que inhibimos farmacolégicamente el
procesamiento y actividad de Notch, mostraron un aumento de los niveles de Ascli. La
expresion aumentada de Ascl1 en el neuroepitelio tardio coincidié con la de los ligandos
Delta like 1y 4 (DIl1, DII4), lo que sugiere que alguno de ellos podria estar asociado a la
regulacion de Ascl1. Durante la etapa neurogénica, la sobreexpresion de Ascl1 aumenta
los niveles de DIl4 pero reduce los de DII1 (Peng et al., 2007). La relaciéon entre Ascl1 y
DII1 podria ser entonces especifica del neuroepitelio tardio y contribuir al cambio de

competencias de los progenitores.

Alternativamente, pero no en dorma excluyente, la funcién de Ascl1 podria estar regulada
también a nivel postraduccional. Se han reportado sitios de fosforilacion de Ascl1 y otros
genes proneurales que modulan su estabilidad (Imayoshi et al., 2014). Teniendo en
cuenta que la diferenciacion de las CSF-cN depende de los niveles de Ascl1 expresados
(Figura 26), lo cual sugiere un nivel umbral de Ascl1, es posible que cambios en la
estabilidad y acumulacion de la proteina afecten la neurogénesis tardia. Por ejemplo, la
fosforilacion de una Ser/Thr conservada en la proteina Atonal de Drosophila o en
Neurog2 de ratén inactiva a los factores de transcripcion, y esas perturbaciones en la
dinamica de expresién afectan las proporciones de tipos neuronales producidos (Quan et
al., 2016). Oro ejemplo es la fosforilacion de Neurog2 mediada por Gsk3, que inhibe la
dimerizacion de Neurog2 y previene su actividad (Li et al., 2012). En el caso de Ascl1, se
ha demostrado que la fosforilacion de la Ser152 es necesaria para estabilizar a la
proteina (Vinals et al., 2004).
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ASCL1 Y LA HETEROCRONIA DE LAS CSF-CN

El desarrollo heterocronico de las CSF-cN en vertebrados

Como fue menconado en la Introduccion, existe una heterocronia en los vertebrados
respecto del momento en que se diferencian las CSF-cN. En el ratén, las CSF-cN son
producto de eventos neurogénicos tardios (Kutna et al., 2014; Petracca et al., 2016).
Aparecen y se diferencian al mismo tiempo que astrocitos, oligodendrocitos y
ependimocitos, varios dias después que las motoneuronas y que todas las interneuronas
espinales (Jessell, 2000; Rowitch et al., 2010). Lo mismo ocurre en los embriones de
pollo y rata, lo cual sugiere que es un fendmeno conservado en vertebrados amniotas
(Kutna et al., 2014; Petracca et al., 2016).

GABA
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e @B b 9B AT o8 o0 b

Lamprea ; e 1 . : _ : :
CSF-cN CR*MN
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B No amniotas _MN, _ MN, DligaPt
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Figura 52: La heterocronia en el desarrollo de las CSF-cN esta asociada a la regulacién por
Asclt,

A) En la lamprea, vertebrado ancestral, las CSF-cN se generan simultdnemante con el resto de las
neuronas espinales. Se muestran las ventanas en las que se generan las neuronas GABAérgicas
(GABA), serotoninérgicas (5-HT), lutamatérgicas (Glu) y motoneuronas calretinina* (CR* MN). E: dias
embrionarios, P: dias prolarvales. B) En no amniotas como el pez cebra y Xenopus, las CSF-cN se
generan simultdneamente con las motoneuronas primarias (MN1) y antes de la generacion de
precursores oligodendrociticos (OligoPC). En pez cebra, encontramos que el desarrollo de las CSF-cN
no depende de Ascl1. hpf: hs postfertilizacion. C) En amniotas (ratén y pollo), las CSF-cN aparecen
alrededor de dos dias después de que se generaron las motoneuronas (MN) y el resto de las
interneuronas espinales. Las CSF-cN aparecen simultdneamente con los oligodendrocitos y astrocitos
y, en el ratén, su produccion depende de Ascl1.
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Por el contrario, en pez cebra, la produccién de las CSF-cN’ se da simultaneamente con
las motoneuronas primarias entre 9 y 15 hpf (horas postfertilizacion, Park et al., 2004;
Yeo et al., 2007), y las CSF-cN” se generan entre 12 y 18 hpf (Yeo et al.,, 2007). Las
interneuronas VelD y CiD (homodlogas de las neuronas V2a y V2b) se diferencian
alrededor de 17 hpf, cuando las CSF-cN ya se generaron (Batista et al., 2008; Kimura et
al., 2008). Tanto las CSF-cN’ como las CSF-cN” de pez cebra se producen en estadios
anteriores a la generacion de neuronas V3 (~30 hpf, Schafer et al., 2007; Yang et al.,
2010) y de precursores oligodendrociticos (~30 hpf, Kirby et al., 2006). En Xenopus, se
observa la misma secuencia, con las CSF-cN apareciendo al mismo tiempo que las

neuronas primarias (Binor et al., 2001; Dale et al., 1987a).

Esa heterocronia entre especies amniotas y no amniotas indica que la génesis de las
CSF-cN sufrié un adelantamiento (desplazamiento anterior) o un retraso (desplazamiento

posterior) respecto del ancestro comun (Smith, 2003).

La observacion del desarrollo en lamprea arroja luz sobre esas posibilidades. La lamprea
de mar (Petromyzon marinus) es considerada la especie mas ancestral de los
vertebrados existentes. En neurociencias, ha sido un modelo animal muy usado para el
estudio de los centros generadores de patrones (CPG) que controlan la locomocion
(Grillner, 1985; Grillner et al., 2009). El estudio de su desarrollo embrionario ha sido
relegado debido a su ciclo largo y complejo que comprende un periodo embrionario (~13
dias), prolarval (~24 dias) y larval (3-8 afios), seguido por la metamosfosis y vida adulta
(Osorio et al., 2008).

En los embriones dia 10 se detectan las primeras neuronas GABAérgicas, que continuan
produciéndose en la prolarva temprana y se encuentran en la médula espinal ventral,
adyacentes al ventriculo (Melendez-Ferro et al., 2003). Su morfologia indica que se trata
de las CSF-cN y que se generan simultdneamente con las neuronas serotoninérgicas y

motoneuronas espinales calretinina* (Abalo et al., 2007; Viloria et al., 2008).

Eso sugiere que en el ancestro comun de los vertebrados, las CSF-cN se generaban
temprano junto con el resto de las neuronas espinales, y que en el curso evolutivo ocurrid
un desplazamiento posterior en las especies amniotas.

La relacion entre Ascl1 y la heterocronia de las CSF-cN

En esta tesis presentamos evidencias de que Ascl1 no es necesario para el desarrollo de

las CSF-cN en el pez cebra (Figura 27), y demostramos que, en el ratén, Ascl1 actua en
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la generacion tardia de las neuronas del canal central (Figuras 28-32). Proponemos
entonces, que el reclutamiento de Ascl1 a la red transcripcional que controla el destino de
las CSF-cN en amniotas, ocurridé simultdneamente con el desplazamiento posterior de su
generacion. Para reforzar esa idea seria preciso evaluar la participacion de Ascl1 en el
desarrollo de las CSF-cN en mas especies de vertebrados, para asi poder sustentar

nuestra hipotesis.

Es interesante preguntarse si existen ventajas adaptativas asociadas a esa heterocronia.
En ese sentido, podemos especular que el momento embrionario del desarrollo de las
CSF-cN guarda relacion con las funciones que cumplen. Sin embargo, el desplazamiento
posterior en los amniotas pudo haber estado asociado a la posibilidad de generar una
mayor cantidad de neuronas ventrales en los estadios neurogénicos tempranos, que

constituyen los CPG de mayor complejidad de mamiferos, por ejemplo.

SOBRE LA FUNCION DE LAS CSF-CN

La extensa conservacion de las CSF-cN espinales en todas las especies de vertebrados
analizadas sugiere que cumplen una funcion relevante para los organismos (Vigh et al.,
2004; Vigh et al., 1998). Dada su ubicacion en la interfase entre el SNC y el CSF y sus
caracteristicas anatomicas, se han propuesto esencialmente dos tipos de funciones para
las CSF-cN. En distintas especies recientemente se han encontrado evidencias que
soportan una actividad mecanorreceptora o quimiorreceptora, en algunos casos de forma

no excluyente.

Mecanorrecepcion vs. quimiorrecepcion

Las CSF-cN se caracterizan por expresar el canal idnico Pkd2I1, que contribuye a su
sensibilidad a cambios en el pH extracelular (Huang et al., 2006; Orts-Del'immagine et al.,
2012) y a alteraciones en la osmolaridad (Orts-Del'immagine et al., 2012), lo que permite
proponer una funciéon homeostatica de monitoreo de la calidad del CSF. Recientemente
se ha demostrado que la apertura de los canales Pkd2l1 en las CSF-cN de raton es
capaz de generar despolarizaciones suficientes para disparar potenciales de accion
(Orts-Del'lmmagine et al., 2016). Esas evidencias, junto con el hecho de que las CSF-cN
proyectan rostralmente, permiten proponer que las CSF-cN sensan cambios en el pH del
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CSF en respuesta a acidosis e hipercapnia y actuan sobre, por ejemplo, centros del tallo

cerebral que controlan respuestas homeostaticas (Orts-Del'immagine et al., 2012).

Por otro lado, en lamprea y teledsteos se ha demostrado que las CSF-cN modulan
circuitos locomotores. En la larva del pez cebra, la activaciéon optogenética de las
CSF-cN, modula la actividad natatoria, estimulando el movimiento cuando la larva esta
en reposo o reduciendo la locomocién si disparan durante un periodo activo (Fidelin et
al., 2015; Wyart et al., 2009). En la lamprea, las CSF-cN establecen un plexo alrededor
de las dendritas de las denominadas edge cells, sensibles al estiramiento. Las edge cells
detectan el movimiento del cuerpo durante la locomocion y remiten esa informacion a los
CPG del nado. Las CSF-cN regulan la sensibilidad de esas células y, por lo tanto, la
integracion de la informacion propioceptiva y motora (Alford et al., 1990; Christenson et
al., 1991; Jalalvand et al., 2014). Recientemente, se ha demostrado que las CSF-cN de la
lamprea son neuronas sensoriales bimodales. El terminal en contacto con el CSF es
capaz de detectar el movimiento del fluido, cambios en el pH y el movimiento del cuerpo
de la lamprea, integrando asi varias modalidades sensoriales diferentes (Jalalvand et al.,
2016). La expresion de Pkd2I1 en las CSF-cN de pez cebra sugiere que también en los
teledsteos podrian funcionar como receptores bimodales (Djenoune et al., 2014; Fidelin
et al., 2015).

En los mamiferos, aun es aventurado decir que las CSF-cN regulen la locomocion, en el
contexto de los elementos neuronales identificados en los modelos actuales de los CPG
(Goulding, 2009; Grillner et al., 2009; Kiehn, 2016). De todas formas, las CSF-cN podrian
actuar como mecanorreceptores del movimiento del CSF, e integrar esa informacion en

otros outputs.

Funcion de las CSF-cN y heterocronia en su desarrollo

Finalmente, es tentador especular sobre la relacion entre las funciones tempranas de las

CSF-cN y el momento de su desarrollo.

Teniendo en cuenta que las CSF-cN modulan la locomocion en los estadios larvales de
pez cebra (Fidelin et al., 2015; Wyart et al., 2009), es posible imaginar que animales no
amniotas contaron con una presion de seleccion para mantener la generacion de las
CSF-cN en las etapas iniciales del desarrollo. La posibilidad de contar tempranamente
con circuitos motores completamente funcionales pudo ser fundamental para la sobrevida
de la larva y ejercer presion de seleccion para el desarrollo de las CSF-cN en simultaneo

con motoneuronas e interneuronas premotoras.
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Por otro lado, si bien la funcion de las CSF-cN aun no ha sido completamente dilucidada,
es claro que la locomocion no es importante durante el desarrollo embrionario de los
amniotas. Adicionalmente, siguiendo la hipdtesis quimiorreceptora, la produccion de CSF
por las células del plexo coroideo no comienza sino después de E12.5-E14.5 en el
teléncefalo y cerebro posterior respectivamente (Lun et al.,, 2015), por lo que recién a
partir de esos estadios seria necesaria la funcion de monitoreo llevada a cabo por las
CSF-cN. Eso podria constituir una relajacion en la presion de seleccion para la
generacion temprana de las CSF-cN, permitiendo que se desplazara temporalmente la
generacion de las CSF-cN hacia estadios posteriores en el desarrollo de amniotas.

CONCLUSIONES

La diferenciacién celular en el SNC esta clasicamente dividida en una primera etapa
neurogénica, seguida por una fase gliogénica. Hemos identificado un evento neurogénico
en estadios avanzados del desarrollo. La diferenciacion de las CSF-cN en el contexto de
un epitelio predominantemente comprometido con destinos gliales y ependimarios implica
la existencia de mecanismos dedicados que promueven la especificacién neuronal y
previenen la diferenciacion glial. En esta tesis, identificamos que los factores de
transcripcion Ascl1, Gata3 y Gata2 se expresan secuencialmente en el curso del
desarrollo de las CSF-cN. Los factores Gata controlan los pasos finales de la
especificacion, presentando diferencias en sus mecanismos entre los dos subtipos de
CSF-cN, lo que refleja programas genéticos dedicados a cada uno. Por otra parte, Ascl1
gobierna el proceso de diferenciacion de las CSF-cN, poniendo en evidencia la existencia
de un plan comun a ambas subpoblaciones. Demostramos que Ascl1 es clave en la
asignacion de una identidad neuronal a los progenitores tardios de la médula espinal
amniota. De esa forma, contribuimos a la comprensién de los mecanismos genéticos que
controlan la diferenciacion neuronal, aun en estadios predominantemente gliogénicos. El
estudio de la conectividad de estas células asistira al entendimiento del rol que estas

neuronas cumplen en la médula espinal de mamiferos.
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