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INTRODUCCION RESULTADOS
. . 4. Papel de Cdh2 en la regulacion de la activacion postnatal de las qNSCs

La neurogénesis adulta es el proceso de generacion de nuevas neuronas —
funcionales a partir de precursores neurales adultos (células madre neurales y A Y% X
progenitores) y ocurre a lo largo de la vida solamente en dos regiones restringidas 44 |_> 5 .0,

, ) ) Y- sr -
del cerebro adulto en mamiferos: la zona subventricular (SVZ) de los ventriculos : ! !
y la zona subgranular (SGZ) del giro dentado del hipocampo. En concreto, en este M |" P15 P 30 P 40
trabajo se estudia la SVZ de los ventriculos laterales. Las células madre neurales ] _m B ioro Tamoxifen . .
(NSCs) que se localizan en ese nicho estan pre-especificadas desde estadios electroporation  inyection
embrionarios tempranos pero permanecen quiescentes hasta que les ocurra una B. C. D. E.
reactivacion postnatal en la que se originan diferentes tipos de interneuronas que EP P1,5-P40 (Tamoxifeno P30); CAG-BFP, GFAP-CRE-ERT2

migran a traves de la ruta migratoria rostral (RMS) hasta llegar al bulbo olfatorio
(OB).
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Uno de los mecanismos que regulan la neurogeénesis esta relacionado con las Ai9 F/F

moléculas de adhesion célula-célula (CAM) entre las que destacan las cadherinas
(Cdh), proteinas transmembrana dependientes de Ca**. Durante la corticogénesis,
se ha descrito que la inactivacion de Cdh2 al inicio de la neurogénesis esta ligada
a una malformacion severa que incluye la formacion de la “doblecorteza”,
disrupcion de uniones adherentes entre NSCs y mucha proliferacion de estas Cdh2 F/F
NSCs corticales’. Ademas, se ha visto que la inactivacion de Cdh2 utilizando un A19 F/F
raton diferente que contenga la recombinasa Cre activa desde E13,5 produce una

desarticulacion de la capa ependimaria y una hiperplasia de la SVZ debida a una

mayor proliferacion de las NSCs, sugiriendo que la adhesion mediada por Cdh2

es necesaria para el mantenimiento de la quiescencia de las NSCs?.

Por tanto, para intentar esclarecer el papel de Cdh2 regulando la quiescencia de
estas NSCs, en este trabajo se propone inactivar Cdh2 unicamente de las NSCs
quiescentes (QNSCs) durante el desarrollo postnatal utilizando una estrategia de
electroporacion ex utero inducible por tamoxifeno en ratones con Cdh2 floxeado
cruzados con ratones reporteros de CRE con la finalidad de poder observar el
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Figure 4. (A) Los ratones reporteros Cdh2 A19 CRE fueron electroporados en P1,5 con dos plasmidos no integrativos:

linaje de estas qNSCs. CAG-BFP y GFAP-CRE-ERT2. Esta estrategia permite la visualizacion en azul de las qNSCs e induce la

, recombinacion de CRE tras la inyeccion de tamoxifeno (a P30), lo que provoca la expresion de tdTomato y la

MATERIALES Y METODOS inactivacion de Cdh2 en las gNSCs y su descendencia, de acuerdo con la actividad del promotor GFAP. (B) Vision

1. Ratones general de las secciones coronales cerebrales de los ratones de los diferentes genotipos (Cdh2F/FAi19; Cdh2F/+Ai19;

A B. —> X Reportero Ai9 CRE ¢ Cdh2+/+A19). (C) Imagenes de bajg’magniﬁcacién (}OX) de- la. SVZ en las que se Visual,izan qNSCs qu,e expresan BEP

como control de la electroporacion, mostrando areas similares cercanas al ventriculo. (D) Imagenes de baja

& B “ B W STOP 4—-PA_ Cah2vor — P Exonl Hp— magnificacion (10x) de la SVZ en las que se visualizan qNSCs mostrando una satisfactoria recombinacion dependiente

Cdh2 F/+Ai9 F/F x Cdh2 F/+ Ai9 F/F + . de CRE debido a la expresion de tdTomato. (E) Imagenes de baja magnificacion (10x) del OB en las que se muestra un

T CRE s igcremento en lq prq(,iuccién de interneuronas en raton§s con las dos.copias de Cdh2 inactivadas. Estas interneuronas

Cdba F/+ ADS F/E 1 @ vienen de la actlvaleon postnatal de las qNSC.s’que migran 2-11 OB siguiendo .la RMS.-(D’)- En los ratones mut,an'tes,

PP ——— | > parece h?tber un 1ncrerpepto en la produccion de -astro.cr[os. Los astrocitos s identifican por caracteristicas
_Mp A Cdh2rioxcre—p- morfologicas. (E”) Ampliacion de la zona del OB para visualizar la morfologia de las interneuronas.

Figura 1. (A) Se cruzaron ratones con la secuencia de Cdh2 floxeada con ratones reporteros de S. Organizacion de la SVZ tras la eliminacion condicional de Cdh2

CRE (A19 F/F) para obtener en la misma camada descendencia Cdh2 F/F;A19, Cdh2 F/+;A19 o EP P1,5-P40 (Tamoxifeno P30); CAG-BFP, GFAP-CRE-ERT2
Cdh2 +/+;A19. (B) El raton reportero de Cre Ai9 presenta secuencias /oxP flanqueando un cassette

STOP que previene la expresion de la proteina fluorescente roja (tdTomato). Los ratones Ai9 E‘
expresan tdTomato fluorescente cuando se produce la recombinacion mediada por Cre. 5
(C) Esquema del knockout condicional de los ratones Cdh2 F/F. La recombinacion mediada por Cre Cdh2 +/+ =
interrumpe la expresion de Cdh2 debido a la escision de un exon critico (Exonl). A9 F/F a
ey
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Figura 2. (A) Con el objetivo de visualizar las células de la SVZ se co-electroporan dos
plasmidos no integrativos: uno que contiene el promotor general CAG (conduciendo la expresion

Figura 5. Comparacion de las células tdTomato"/GFAP* en la SVZ de los ratones control y mutantes. Las dos primeras
columnas muestran un Z-stack de imagenes del confocal, mientras que las dos Gltimas muestran un unico plano (S). Se
muestra que la eliminacion de Cdh2 tras la recombinacion mediada por CRE produce cierta desorganizacion de la SVZ,

de BEP) y otro promotor especifico de NSC, GFAP, que expresa la forma -i,nducible p(ir observando una mayor dispersion del ventriculo de las NSCs marcadas en ratones Cdh2 F/F (Z). Ademas, las células
tamoxifeno de la recombinasa CRE: CRE-ERT2. (B) Esquema de la electroporacion ex utero*: tdTomato* localizadas pegadas al ventriculo expresan el marcador de NSCs GFAP (azul) (S).

los vectores de expresion que contienen el DNA de interés se introducen en un ventriculo lateral

del raton en el dia postnatal 1 (P 1,5) y un pulso eléctrico permite entrar al DNA en las c¢lulas en CONCLUSIONES

contacto con el ventriculo. (C) Los cerebros de los animales electroporados se analizaran a edades ok ' ) ) : :

postnatales (perfusion en P40). Ademas, debido a que se utilizan plasmidos no integrativos, la 1. La tecnica de la electroporacion ex utero es util para estudiar la neurogénesis postnatal
fluorescencia es solo visible en células con poca o nula capacidad de division después de la en la SVZ y para llevar a cabo experimentos funcionales.

electroporacion, incluyendo las células quiescentes. 2. La inactivacion postnatal de Cdh2 utilizando esta técnica parece afectar tanto al
3. Procesamiento histologico y analisis comportamiento de la quiescencia de las NSCs de la SVZ como a su organizacion

morfologica.
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Figura 3. Tras la diseccion de los cerebros, se obtuvieron secciones sagitales con un vibratomo

para realizar andlisis histologicos e inmunofluorescentes utilizando microscopia confocal. https://doi.ore/10.3791/50197
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