UNIVERSIDAD COMPLUTENSE DE MADRID
FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS
Departamento de Bioguimica y Biologia Molecular |

TESIS DOCTORAL

Implicacion de la generacion y reparacion de roturas del DNA en el
desarrollo de la retina del raton

MEMORIA PARA OPTAR AL GRADO DE DOCTOR

PRESENTADA POR

Noemi Lourdes Alvarez Lindo

Directores
Teresa Suarez Gonzalez
Flora de Pablo Davila

Madrid, 2016

© Noemi Lourdes Alvarez Lindo, 2015



IMPLICACION DE LA GENERACION Y REPARACION
DE ROTURAS DEL DNA EN EL DESARROLLO
DE LA RETINA DE RATON.

NOEMI L. ALVAREZ LINDO

CENTRO DE INVESTIGACIONES BIOLOGICAS.

DIRECCION: TERESA SUAREZ GONZALEZ UNWSIDAD
Y FLORA DE PABLO DAVILA COMPLUTENSE

MADRID

i







UNIVERSIDATID

CGMPLUTENSE

MADRID

Dpto. de Bioquimica y Biologia Molecular |
FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS

IMPLICACION DE LA GENERACION Y REPARACION
DE ROTURAS DEL DNA EN EL DESARROLLO
DE LA RETINA DE RATON.

V° B° de la tutora de la Tesis,

MARIA J. NAVARRO

V° B° de las directoras de la Tesis,

TERESA SUAREZ FLORA DE PABLO

. ]
3‘&?.;{;5
Ly A
oy _‘:Q
-
25 §
CONSE.JO SUPERIOR DE INVESTIGACIONES CIENTIFICAS

Memoria presentada por Noemi L. Alvarez Lindo
para optar al grado de Doctora en Bioquimica y Biologia Molecular






A mis padres, y a mi abuela.






“Son los problemas sin resolver, no los resueltos, los que mantienen activa la mente”.

Erwin Guido Kolbenheyer.

...la curiosidad no matd al gato, le permitio vivir muchas vidas.
C






AGRADECIMIENTOS!







AGRADECIMIENTOS.

Una Tesis Doctoral es un logro gracias al apoyo de muchas personas y, mirando hacia atras, solo quiero
dejar aqui constancia de las que mas han contribuido a que sea hoy posible su defensa, y agradecérselo
publicamente. El proyecto fue impulsado por el Dr. Enrique J. de la Rosa, que inicié los estudios de
“roturas del DNA” cuando este tema no se consideraba importante en el desarrollo; gracias por la
oportunidad de participar en una aventura investigadora apasionante, por ayudarme a iniciarla, por
todos los consejos y por compartir conmigo tu amplisimo conocimiento. Haber podido concluir el estudio
en pocos afios se lo debo al tesén y a las oportunidades brindadas por las Dras. Flora de Pablo y Teresa
Suarez, cuyo estimulo, guia, planificaciéon, apoyo, sentido critico y eficaz supervision han sido
fundamentales. Gracias, Flora, por confiar en mi e impedirme desertar.

Gracias a todos los que han colaborado en este proyecto, a los consejos de las Dras. Catalina Hernandez
y Patricia Boya, y a la formacion, las técnicas, y los ratones de los Dres. Pedro de la Villa, Luis Blanco,
Antonio Bernad, Concepcion Lillo y José Alberto Garcia, tan necesarios para este estudio.

Muchos miembros actuales y pasados del laboratorio 3D han sido también esenciales para desarrollar
con éxito este trabajo. Comenzando por la Dra. Jimena Baleriola, primera en plantear la necesidad de
estudiar estos mutantes, gran investigadora y mejor persona, a la que tengo que agradecer el apoyo,
abrazos y sus ideas, siempre brillantes. A Ana Arroba, mi primera mentora en el CIB, y a Chus
(“mami”) les debo el haberme animado a hacer la tesis. Gracias a ambas por ensefiarme, por ser como
sois, por vuestra energia y entusiasmo por la ciencia, por vuestro sentido préactico, por los cafés, por los
trucos, por las risas y por compartir los momentos dificiles, por haber estado presentes como nadie a lo
largo de todo el camino, por ser amigas de verdad. Os echo en falta a las dos a diario, sois
insustituibles. A Patri V, que podria haber sido mi tercera directora, millones de gracias por ayudarme a
organizar la tesis, por tus sonrisas y tus canturreos de media tarde, tu tesén, tu altruismo y tus
consejos, por tus correcciones, por ayudarme a pensar, y a reir, porque nadie puede sentirse solo si te
tiene cerca. A Jose, por un tiempo mi tercera y cuarta manos, gracias por la confianza, por la ayuda en
las inmunos, las colonias, la informatica, las crisis, las llamadas al desayuno... te voy a echar de menos.
A la pollito/lechal (Bea) y a mis compis del 105 (Ane, Marisa =™."=, y mi joven ex-padawan, Maria),
gracias por vuestro optimismo y alegria contagiosas, por esas risas que se escuchan por todo el pasillo y
por todos los ratos vividos, es un gustazo trabajar cerca vuestra. A Ana Robles, gracias por tu confianza
y consejos, por tener siempre un punto de vista fresco y razonado, por tener los pies en la tierra, por el
apoyo a todos los niveles; te mereces toda la suerte del mundo. A Alberto y Josechu, gracias por todo lo
que he aprendido de vosotros a nivel cientifico y humano, que es mucho. Y por pedirme los cafés, claro.
Gracias, Tany, por tu optimismo, por los millones de cajas de puntas, los descuentos en camisetas frikis,
por preocuparte como una madre, y porque siempre se puede contar contigo. A los miembros de
ProRetina y a todos los miembros y ex-miembros de nuestro grupo (destacando a los ya mencionados y
a Noe Blanco (infiltrada), Marchena, Esther, Carol, Violeta, M2 Lir6n, Ruth, Alonso, Andrés, Patri, Diana,
Kikote, Paula, y las Pin y Pon), junto a los pollos del 147 (Lorena, Sergio, Ana, Esther, Raquel, Elena,
Lucia, Nata, Marian) y a los Vidales, gracias por el buen rollito, los protocolos, los congresos, las fiestas
de primavera (jla que ganamos!), y por todas las discusiones de ciencia, politica, y personajes varios;
conoceros es lo mas enriquecedor que me llevo de este trabajo.

Tengo mucho que agradecer a todos los miembros de los servicios del centro, por su labor
imprescindible. Debo destacar al personal de Cromatografia de gases (Ali, y Jose) y de proteémica (Vivi,
Paco, Maria, Tamar y Tamara), por ser los primeros en acogerme, por su nivel cientifico, por los
protocolos, por toda la ayuda. Gracias a los grupos de confocal (Mayte, Oscar, Raul, Bego, Lorena,
Noemi y Gema) y del animalario (Manolo, Maria, Andrés, Estheres, Dani, Carlos, Marta, Silvias, Charo)
por el comparferismo, la alegria, el asesoramiento y la gestion de colonias. Y al personal de limpieza
(Gloria, Gise, Carmen, Antonia, Tere, Cris,..) por limpiar a pesar de los recortes, por amenizar las
pausas, y por la degustacion de tartas. Al personal de conserjeria (Fernando, Carmen, Luci) y de
seguridad (Antonio, Jose M?, Florencio), gracias por vuestro trabajo, por preocuparos tanto de los que

11



AGRADECIMIENTOS

nos quedamos tarde... jy por evitar que me quede encerrada en el CIB y sin coche a altas horas de la
madrugada!

Gracias también a mis amigos de siempre: Marta (por los planes), Edu, Jaba, Catu, Nati, Mike, Rafa,
Eva, Liza, Sandra, Samu, por vuestra paciencia y por estar ahi siempre, para todo lo bueno y lo malo.

A toda mi familia (incluyendo a mis gordis), a mis suegros, a mi cufiada favorita, y, por encima de todo,
a mis padres, a mi hermana y a mi abuela: Os lo debo todo. Gracias por quererme, aguantarme, darme
animos, por hacerme llegar hasta aqui. Gran parte de lo que soy, y de esta tesis, es obra vuestra.

Y a Ivan, mi pilar base, mil gracias por hacerme feliz, por estar a mi lado todos estos afios, por hacerme
ver las cosas en perspectiva, por buscar soluciones, por estar siempre pendiente, por luchar por mi, por
todo el apoyo y amor incondicional, y por todo el futuro que nos espera.

12









INDICE.

ABREVIATURAS. 21
SYNOPSIS. 27
SINOPSIS. 29
1. INTRODUCCION. 33

1 - VARIABILIDAD GENETICA EN EL SISTEMA NERVIOSO. 33

Mecanismos que podrian generar variabilidad en el DNA neural. 36
RECOMBINASAS: RAG-1 Y RAG-2. 36
HIPERMUTACION SOMATICA. 37
SITIOS FRAGILES DEL GENOMA. 38
RETROTRANSPOSICION: LINE-1. 38

2- REPARACION DE ROTURAS EN EL DNA. 40

Ruta NHEJ clasica de reparacion de roturas del DNA. 42
. DNAPKGcs. 42
DNA POLIMERASAS IMPLICADAS EN NHEJ. DNA POLIMERASA . 44

3 - LA RETINA. 46

Desarrollo de la retina murina. 48
DIFERENCIACION DE LOS TIPOS CELULARES DE LA RETINA. 48

Diferenciacién de las RGCs y emisidbn del nervio éptico. 50
MOLECULAS DE GUIA AXONAL: IgCAM:s. 51

Funciones de las células no neuronales en el desarrollo de la retina. 52
MICROGILIA. 52
ASTROCITOS. 52

4 - MUERTE CELULAR PROGRAMADA Y NEUROGENESIS. 53

Muerte celular programada en el desarrollo del SNC. 53
MUERTE CELULAR PROGRAMADA EN EL DESARROLLO DE LA RETINA 55
. 55

Muerte neural temprana y roturas del DNA. 57

2. OBJETIVOS. 62

15



iINDICE

3. MATERIALES Y METODOS.

1-ANIMALES DE EXPERIMENTACION.
Cepas y colonias de ratones utilizadas.
Genotipado de animales.

2-OBTENCION Y CONSERVACION DE TEJIDOS.

Recogida de tejidos para extraccion de DNA y Western blot.
TEJIDOS EMBRIONARIOS.
TEJIDOS POSTNATALES.

Montaje de retinas en plano.
RETINA EMBRIONARIA.
RETINA ADULTA.

Crioseccion de tejidos.
OJO EMBRIONARIO.
OJO ADULTO.

3-TECNICAS DE ANALISIS GENETICO.
PCR cuantitativa a tiempo real.

4-CULTIVOS CELULARES.
Cultivos primarios de células disociadas de la retina.

5-DETECCION DE LA MUERTE CELULAR
Técnica TUNEL.

6-TECNICAS PARA LA INMUNODETECCION DE PROTEINAS.

Inmunodeteccion de proteinas en células y tejidos.
INMUNOHISTOQUIMICA EN CELULAS DISOCIADAS DE TEJIDOS.
INMUNOHISTOQUIMICA EN RETINAS MONTADAS EN PLANO.
INMUNOHISTOQUIMICA EN SECCIONES DE TEJIDOS.
TINCION CON LECTINA DE TOMATE.

Inmunodeteccidn de proteinas en membrana.
WESTERN BLOT.
INMUNODETECCION DE ISOFORMAS PROTEICAS.
EXTRACCION SECUENCIAL DE PROTEINAS.

7-PROCESAMIENTO DE IMAGENES.

Métodos de cuantificaciobn manual.
CONTAJE DE CELULAS SOBRE IMAGEN.
MEDICION DE LONGITUDES DE NEURITAS.
ACTIVACION DE LA MICROGLIA.

Métodos de deteccién automatica.
DETECCION AUTOMATICA DE BORDES DE SUPERFICIES.
CUANTIFICACION AUTOMATICA DE AREAS COMPLEJAS.

CUANTIFICACION AUTOMATICA DE INTENSIDAD DE FLUORESCENCIA.

8-ANALISIS ESTADISTICO.

9-SOLUCIONES Y EQUIPOS.

16

66

66
67
68

70
70
70
71
71
71
71
72
72
72

73
73

74
74

74
74

75
75
75
76
77
78
78
78
79
80

81
81
81
81
81
82
82
83
83

85

86



iNDICE

4. RESULTADOS. 90

1 - LA VIA NHEJ EN LA RETINA EN DESARROLLO: PAPEL EN LA VIABILIDAD CELULAR. 90

Actividad de la DNA Polimerasa p en la retina embrionatria. 90
Roturas del DNA en ausencia de NHEJ: ratones SCID y pol p-. 91
Muerte celular programada en mutantes de la via NHEJ: ratones SCID y

pol u-. 93

2- ROTURAS DEL DNA Y MUERTE CELULAR PROGRAMADA EN AUSENCIA DE RAG-2. 95

3 - NEUROGENESIS DE LA RETINA EN AUSENCIA DE LAS PROTEINAS DNA-PK, POL p

Y RAG-2. 97
Muerte neural en ausencia de NHEJ: evaluacion en ratones SCID, pol pu'/-y
rag 2. 97
Muerte celular en las células ganglionares en ausencia de la DNA
polimerasa p. 99

4 - NAVEGACION AXONAL EN LA RETINA DE MUTANTES DEFICIENTES EN DNA-PK,

POL u Y RAG-2. 101
Trayectoria axonal in vivo en ausencia de RAG-2 Y NHEJ: evaluacién en
los mutantes SCID, pol u/-y rag 2. 101
Emision de neuritas in vitro en ausencia de RAG-2 Y NHEJ: evaluacion en
los modelos SCID, pol /-y rag 2. 102
Distribucion de las RGCs en ausencia de la DNA polimerasa p. 106

5 - DISTRIBUCION DE LAS PROTEINAS DE GUIA AXONAL L1ICAM y BRAVO EN
AUSENCIA DE DNA-PK, POL u Y RAG-2. 107
Distribucion de las proteinas de guia axonal LLCAM Y BRAVO: evaluacion
en los ratones SCID, pol u’-y rag 2. 108
Asociacion de las proteinas de guia axonal LLCAM Y BRAVO al frente de
diferenciacion en ausencia de la DNA polimerasa p. 110

6 -ALTERACIONES EN LA RETINA ADULTA ASOCIADAS A DEFICIENCIAS EN LA DNA

POLIMERASA . 112
Estructura de la retina y densidad de RGCs en la retina embrionaria y
adulta en ausencia de la DNA polimerasa p. 112
Distribucion de astrocitos en la retina adulta en ausencia de la DNA
polimerasa p. 113
Disposicion de los vasos sanguineos en la retina adulta del ratén pol p/-. 116

7- MICROGLIA EN LA RETINA EN DESARROLLO EN AUSENCIA DE DNA-PK, POL pn'Y

RAG-2. 117
Evaluacién de la microglia por tincién con lectina de tomate. 118
Evaluacién de la microglia por marcaje con cd68. 122

8 - TRANSPOSICION DEL ELEMENTO MOVIL DEL GENOMA LINE-1 EN MUTANTES
DEFICIENTES EN RAG-2 y NHEJ. 124
La transposicion de LINE-1 se activa en células somaticas de la retina en
etapas tardias de su desarrollo. 124
Modulacion de la transposicion de LINE-1 en la retina por proteinas de
generacion y reparacion de roturas del DNA. 126

17



iINDICE

5.DISCUSION. 131
1-DNA-PK 'Y DNA-POLIMERASA p EN EL DESARROLLO DE LA RETINA MURINA. 131
Acumulacion de roturas del DNA y apoptosis neuronal en la retina de
ratones pol u/-y SCID. 131
Desarrollo distrofico de la retina en ausencia de DNA-PK y Pol . 133
Alteracion de la axonogénesis de las células ganglionares de la retina en
ausencia de DNA-PK y de la DNA polimerasa p. 134
Repercusion de la falta de Pol u en la retina del animal adulto 136
Roturas del DNA en la retina en desarrollo: consideraciones sobre su
origen. 137
2- RAG-2 Y NHEJ EN LA NEUROGENESIS DE LA RETINA. 139
Actividad endonucleasa de RAG-1,2 en la retina y posible coordinacion
con la via NHEJ. 139
Posibles mecanismos afectados por la falta de RAG-2, DNA-PK y Pol p. 140
GENERACION DE DIVERSIDAD GENETICA. 140
REGULACION GENICA. 143
Maduracion de la microglia durante el desarrollo de la retina murina en
ausencia de RAG-2, DNA-PK, y Pol p. 143
3-RETROTRANSPOSICION DE LINE-1 EN LA RETINA. 144
RESUMEN DE MECANISMOS. 145
6. CONCLUSIONES. 150
7. REFERENCIAS. 153
8-ANEXOS 175

1- MICROGLIA-MEDIATED IGF-I NEUROPROTECTION IN THE rd10 MODEL OF
RETINITIS PIGMENTOSA. 175

2- MICROGLIA-MULLER GLIA CROSSTALK IN THE rd10 MOUSE MODEL OF RETINITIS
PIGMENTOSA. 188

18






ABREVIATURAS




ABREVIATURAS.

AID del inglés, Activation-Induced cytosine
Deaminase. Desaminasa activada por
citosina.

Alu enzima de restriccion de Arthrobacter
luteus (elemento retrotransponible).

APAF 1 del ingles, Apoptosis activating factor 1.
Factor inductos de apoptosis, 1.
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BER del inglés, Base Excision Repair.
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Brn3 del inglés, Brain 3. Proteina de cerebro,
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BSA del inglés, Bovine Serum Albumin.
Albumina de suero bovino.

BGT BSA-Glicina-Triton x-100

CB del inglés, Coomasie Blue loading
buffer. Tampon de carga con azul de
Coomasie.

CFS del inglés Common Fragile Sites. Sitios
fragiles comunes.

CRALBP del inglés, Cellular RetinAldehyde-
Binding Protein. Proteina de union a
retinaldehido celular.

EDTA  Acido etillén diamino tetra-acético.

EGTA  Etilén glicol Bis amino etilo.

DAPI 4 ' 6-diamino-2-fenilindol clorohidrato.

DDSB

DNA

DNA-PK

DNA-PKcs del inglés,

dNTP

DTT

duTpP

GO

Gl

G2

GFAP

HBSS

hIPSCs

HR

IgCAM

del inglés, DNA Double Strand Breaks.
Roturas de DNA que afectan a las dos
hebras.

Qel inglés, Deoxi-riboNucleic Acid.
Acido desoxirribonucléico.

del inglés, DNA dependent-Protein
Kinase. Proteina quinasa dependiente
de DNA.

DNA-PK catalitic subunit.
Subunidad catalitica de DNA-PK.

del inglés, deoxyNucleotide  Tri-
Phosphate. Desoxi-nucleétido trifosfato.

ditiotreitol.

del inglés, deoxi-Uridine Triphosphate.
Desoxinucleotido trifosfato de uridina.

Estadio del desarrollo embrionario.

del inglés, Gap 0. Pausa del ciclo
celular en células quiescentes.

del inglés, Gap 1. Pausa del ciclo
celular, 1.
del inglés, Gap2. Pausa del ciclo
celular, 2.

del inglés, Glial Fibrilary Acidic Protein.
Proteina fibriliar glial acida.

del ingles Hanks Balanced Salt
Solution, solucién salina equilibrada de
Hanks.

del inglés, Human Induced Pluripotent
Cells. Células madre pluripotentes
humanas obtenidas por induccién.

del inglés, Homologous Recombination.
Recombinacion Homologa.

Inmunoglobulina
del inglés, Immuno-Globulin like Cell
Adhesién  Molecule. Molécula de

adhesion celular similar a
inmunoglobulinas.
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del inglés, Insulin-like Growth Factor.
Factor de crecimiento similar a la
insulina.

del inglés, Inner Limiting Membrane.
Membrana limitante interna.

del inglés, Inner Nuclear Layer. Capa
nuclear interna.

del inglés, Inner Plexiform Layer. Capa
plexiforme interna.

Kilo-Dalton

Proteinas auto antigénicas Ku p70 y
p80.

del inglés, L1 Cell Adhesién Molecule.
Molécula de adhesion celular LA1.
También conocida como NgCAM.

Ligasa.

del inglés, Long Interspersed Nuclear
element. Elemento largo nuclear inter-
espaciado (elemento transponible).

del inglés, Long Terminal Repeats.
Repeticiones terminales largas.

Mitosis

del inglés, Macrophage antigen-1.
Antigeno 1 de macrdéfafos. Receptor de
complemento presente en la microglia
y ofros fagotitos mononucleados,
compuesto por dos integrinas: CD11b y
CD18.

Megabase.
Muerte celular programada.

del inglés, Meiotic Recombination
Protein 11. Proteina de recombinacion
meiodtica 11.

RNA (del inglés, RiboNucleic Acid)
Acido ribonucléico mensajero.

del inglés, Nijmejen Breakage
syndrome protein 1. Proteina 1 del
sindrome de roturas de Nijmejen
(también llamada nibrina).

del inglés, Neural Cell Adhesion
Molecule. Molécula de adhesion neural.

del inglés, Nuclear Factor Kappa B.
Factor nuclear Kappa B.

del inglés, Neuron-glia Cell Adhesion
Molecule. Molécula de adhesion celular
de neuronas y glia.
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del inglés, Nerve Growth Factor. Factor
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del inglés, Non Homologous End
Joining. Reparacién por union de
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del inglés, Non homologous end joining
protein 1. Proteina 1 de reparacion por
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del inglés, NgCAM Related Cell
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Membrana limitante externa.

del inglés, Outer Nuclear Layer. Capa
nuclear externa.

del inglés, Outer Plexiform layer. Capa
plexiforme externa.

del inglés, Photorreceptor  outer
segment. Segmento externo de los
fotorreceptores.
Dia postnatal.
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pares de bases.

del inglés Phosphate Buffered Saline.
Tampon fosfato salino.

del inglés Proliferating Cell Nuclear
Antigen. Antigeno nuclear de
proliferacién celular.

del inglés, Polymerase Chain Reaction.
Reaccién en cadena de la polimerasa.

paraformaldehido.

del inglés, Phospho-Inositide-3 Kinase.
Fosfatidil-inositol-3-Quinasa.

DNA Polimerasa.

del inglés Radlation sensitivity abnormal
protein 50. Proteina 50 de sensibilidad
anormal a la radiacion.

del inglés, Recombination Activating
Gene. Gen activador de la
recombinacion.

del inglés, Retinal Ganglion Cells.
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RIPA

INTP

RPE

ROI

r.p.m.

SCID

SHM

SINE

SNC

SNP

SVA

del inglés, Radioimmunoprecipitation
assay lysis buffer. Tampén de lisis para
ensayos de radioinmunoprecipitacion.

del inglés, riboNucleotide TriPhosphate.
Ribonucleétido trifosfato.

del inglés, Retinal Pigmented
Epithelium. Epitelio pigmentario de la
retina.

del inglés, Region Of Interes. Region de
interés.

Revoluciones por minuto.

Sintesis.
del inglés, Severe Combined
Immunodeficiency. Inmuno-deficiencia

combinada severa.

del inglés, Somatic Hyper Mutation.
Hipermutacion somatica.

del inglés, Short Interspersed Nuclear
Element. Elemento corto nuclear inter-
espaciado.

Sistema Nervioso Central.

Sistema Nervioso Periferico.

Elemento transponible SINE/VNTR/Alu.

TBS

TdT

Tuj-1

TUNEL

viv

VEGF

WT

XLF

XRCC4

del inglés, Tris Buffered saline, Tampon
salino de Tris

del inglés, Terminal deoxinucleotidil
Transferase. Transferasa terminal de
desoxinucledtidos.

anti-p-11l tubulina, clon Tuj-1.

del inglés TdT-mediated dUTP Nick End
Labelling. Marcado de extremos con
dUTP mediado por TdT.

del inglés, Variable-Diversity-Joining.
Regiones geénicas dianas de
recombinacién somatica Variable -
Diversidad — Unién.

volumen/volumen.

del inglés, Vascular-Endothelial Growth
Factor. Factor de crecimiento vascular-
endotelial.

del inglés, Wild Type. Cepa silvestre.

del inglés, XRCC4 Like Factor. Factor
similar a XRCC4. También llamado
Cernunnos y Nhej1.

del inglés, X-Ray Cross-Complementing
defective repair protein 4. Proteina 4 de
defectos en la reparacion por
complementacion cruzada en lesiones
inducidas por rayos X.
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SYNOPSIS.

During neural development, orchestrated proliferation, differentiation and cell death processes
are necessary to achieve the complex cytoarchitecture and connectivity of the nervous system.
Concerning cell death, several phases of apoptosis occur during retinal development, including
an early one that affects neuroblasts and recently born neurons, and whose function in not well
understood.

The existence of somatic mosaicism in the nervous system, first postulated in 1963, has been
recently demonstrated: actually, it is a frequent process that takes place during neurogenesis.
However, the mechanisms that generate it are still unknown. Several genetically-modified mouse
model systems defective in Non Homologous End Joining (NHEJ) DNA break repair pathway
present a dramatic phenotype during neural development, characterized by massive apoptosis
of immature neurons. These data suggest a possible function of DNA breaks generation and
repair in the neurogenic process. LINE-1 retrotransposition has been suggested to act as a
necessary source of DNA breaks during embryonic development that plays a crucial role in the
generation of neural diversity. Hereby, we study the in vivo requirement of proteins involved in a
DNA double-strand break generation and repair pathway, for proper neural development, and

their relationship with LINE-1 retrotransposition.

We have analyzed retinal development in two murine models defective in DNA repair: the SCID
(truncated DNA-PK) and the DNA polymerase p deficient mice (pol "'). We also evaluated one
model defective for RAG-1,2 endonuclease (ragZ"' mice), an enzyme complex known to produce
directed DNA breaks in the immune system cells. Whole mount, dissociated retinas and retina
slices were processed for TUNEL to detect apoptosis, for yH2AX to detect DNA breaks
presence, for L1ICAM and BRAVO to evaluate axonal guidance cues distribution, and for 3-llI
tubulin to evaluate axonal navigation and neural cell distribution. Microglial cell nhumber and
maturation were also evaluated through c¢d68 and tomato lectin histochemistry. Dissociated
retina cells were cultured to determine the effect of the mutations on neuronal differentiation and

axonogenesis. Adult whole mount retinas and retina slices from pol " mice were evaluated for
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the number of nuclei layers in central retina, as well as for RGC presence (Brn3a), Miller glia
(CRALBP), astrocyte distribution (GFAP) and vascularization (PECAM). LINE-1 relative content

was evaluated by quantitative PCR.

SCID and pol p'/' DNA repair deficient mice presented more unresolved DNA breaks than their
control strains as well as increased apoptosis. The pattern of axonal growth, axonal navigation
and guidance cues distribution was also affected, suggesting that correct DNA break repair is
necessary for proper neural development. Retinas from pol y " mice also displayed an altered
number of nuclear layers, as well as an increase in the number of ectopic neurons. However,
adult pol p"' retinas presented an attenuated phenotype, mainly affecting astrocyte cell number
and retina vascularization.

Despite the fact that RAG-2 deficient mice presented less unprocessed DNA breaks than its
control strain, it also displayed an increase in apoptosis and a neural phenotype that closely
resembled that of SCID and pol y  DNA repair deficient mice. Both ragZ'/' and SCI/D mutants
also presented alterations in microglia maturation.

In relation to LINE-1 retrotransposition, SC/D and pol p E

" mutants presented a higher relative
content than their control strains, whereas LINE-1 content was decreased in rag2” mutant.
However, these alterations were not specific for neural tissues: LINE-1 content increased in
every tissue defective for DNA repair and decreased in every tissue where RAG-2 mRNA had

been detected.

Our results show that defective DNA breaks generation and repair interferes with survival and
differentiation of embryonic retinal neurons, as well as with proper axonal guidance cues
distribution. These results suggest that, in the nervous system, NHEJ repair pathway and RAG-
1,2 endonuclease may act coordinately in a shared pathway important in mammalian
development.

LINE-1 retrotransposition does not seem to be a major source of DNA breaks in early neural
retina development. However, LINE-1 content might be modulated by proteins implicated in DNA

breaks generation and repair such as DNA-PK, DNA polymerase y and RAG-2.
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El desarrollo de la arquitectura y conectividad del sistema nervioso requiere de tres grandes
mecanismos finamente coordinados: la proliferacion, la diferenciacion y la muerte celular
programada. Durante el desarrollo del sistema nervioso en general, y de la retina en particular,
se producen varias fases de muerte apoptética, incluyendo una fase de muerte neural temprana
que afecta a neuroblastos y a neuronas al inicio de su proceso de diferenciacion, cuya funcion

aun no esta clara.

La existencia de mosaicismo somatico en el sistema nervioso, postulada en 1963, ha sido
demostrada recientemente, observandose que es un evento frecuente producido durante el
proceso de neurogénesis. Sin embargo, aun se desconoce el mecanismo que lo genera.
Diversos modelos murinos deficientes en proteinas de reparacién de roturas de doble hebra del
DNA por la via de union de extremos no homadlogos (NHEJ) presentan un fenotipo severo en el
desarrollo neural, con un incremento drastico de la muerte temprana de neuronas inmaduras, lo
que sugiere que la generacion y reparacion de roturas del DNA podrian estar implicadas en el
proceso de neurogénesis. Se ha propuesto que la retrotransposicion de LINE-1 actie como una
fuente necesaria de roturas del DNA durante el desarrollo embrionario y que su actividad esté
implicada de manera directa en la generacién de diversidad neuronal. Por ello, en el presente
estudio analizaremos el papel in vivo en el desarrollo neural de proteinas de generacion vy
reparacion de roturas de DNA de doble hebra, asi como su relaciéon con la transposicion de
LINE-1.

Analizamos el desarrollo de la retina en dos modelos murinos con alteraciones en la reparacion
del DNA: el modelo SCID (con la DNA-PK truncada) y el modelo nulo para la DNA-polimerasa .
También estudiamos un modelo carente de una de las subunidades de la endonucleasa RAG-
1,2, (ratones ragZ"'), complejo enzimatico que produce roturas dirigidas en el DNA en células
del sistema inmune. Procesamos retinas in ftoto, retinas disociadas y secciones de retinas de
E13,5 para distintos marcajes inmunohistoquimicos, a saber: la técnica TUNEL para detectar
apoptosis, inmunofluorescencia de yH2AX para visualizar roturas del DNA, de L1CAM y BRAVO

para evaluar proteinas de guia axonal, y de B-1ll tubulina para evaluar la navegacion axonal y la
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distribucion de las neuronas. También estudiamos el numero y maduracion de células
microgliales por tincién histoquimica con lectina de tomate y para cd68. Asi mismo, se cultivaron
células de retina disociadas para evaluar el efecto de las mutaciones sobre la diferenciacion

neuronal y el proceso de axonogénesis. En retinas adultas del ratén pol p !

" se analizd, in toto y
en secciones, la glia de Muller (células CRALBP positivas), la distribucion de astrocitos (GFAP
positivas) y la vascularizacion de la retina (con el marcador PECAM). El numero relativo de

copias de LINE-1 se determiné por PCR cuantitativa.

Los mutantes de reparacion SCID y pol u - presentaron mas roturas de DNA sin reparar que
sus estirpes silvestres, asi como un incremento de células apoptéticas. También se observaron
alteraciones en el patron de crecimiento y navegacion de los axones, y en la distribucion de
proteinas de guia axonal, lo que sugiere que el correcto desarrollo neuronal requiere de la
reparacion adecuada de las roturas del DNA. La falta de Pol p también produjo alteraciones en
el niumero de filas de nucleos de la retina y en el numero de neuronas ectépicas. El fenotipo de
este mutante se atenud en el adulto, afectando principalmente a la vascularizacion de la retina y
a la distribucion de astrocitos.

Aunque el mutante rag2"' presentd menos focos de reparacion del DNA que su control, en este
mutante también se observé un incremento de apoptosis y un fenotipo neural muy préximo al de

" Ademas, en los mutantes rag2"' y SCID se encontraron

los mutantes SCID y pol p -~
alteraciones en la maduracién microglial.

Respecto a la transposicion de LINE-1, los mutantes SCID y pol p " presentaron un nimero
relativo de copias mayor que su control, mientras que en el mutante rag2"' este numero se
redujo. Los cambios no fueron especificos de tejidos neurales: la ausencia de reparacion de
roturas produjo un incremento generalizado del numero relativo de copias del transposon en
todos los tejidos que estudiamos, y la falta de RAG-2 provocd un descenso significativo de las

mismas en los tejidos en los que se ha demostrado expresion de esta proteina.

Nuestros resultados demuestran que la defectos en la generacién y reparacion de roturas del
DNA interfieren con la supervivencia y axonogénesis de neuronas de la retina embrionaria,
afectando a la distribucién de proteinas de guia axonal, y sugieren que, en el sistema nervioso,
la via NHEJ de reparacion del DNA y la endonucleasa RAG-1,2 podrian actuar de manera

coordinada en una misma via, importante en el desarrollo de mamiferos.
La transposicion de LINE-1 no parece jugar un papel determinante en la generacion de roturas

del DNA en etapas tempranas del desarrollo de la retina, si bien el niumero de copias de LINE-1

parece modulable por las proteinas de generacion y reparacion de roturas DNA.
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1. INTRODUCCION.

1 - VARIABILIDAD GENETICA EN EL SISTEMA NERVIOSO.

La poblacién neuronal del sistema nervioso es extraordinariamente compleja, tanto en el
numero de células que lo componen como en las funciones que desempenan. Respecto a su
numero, se ha calculado que el cerebro humano cuenta con aproximadamente 86.100 millones
de neuronas (frente a 71 millones del ratén) (Azevedo et al., 2009), con una diversidad tal de
conexiones y funcionalidad que ha llevado a organizar dos consorcios internacionales para su

estudio, uno europeo  (www.thehumanbrainproject.eu) 'y ofro  norteamericano

(http://braininitiative.nih.gov/). En gran parte, esta diversidad en los tipos celulares, unida a su

complejo entramado de interconexiones, hacen el cerebro de cada individuo, unico.

Aunque todas las neuronas comparten caracteristicas que las hacen diferenciarse de las
células de otros tejidos, su mapeo y clasificacion estdn muy lejos de ser completados ya que,
desde el punto de vista funcional y bioquimico, no hay dos neuronas iguales (Armananzas and
Ascoli, 2015). A dia de hoy, so6lo se ha conseguido una clasificacion exhaustiva de las
neuronas en un compartimento del sistema nervioso central: la retina adulta (Siegert et al.,
2012, Armananzas and Ascoli, 2015). Sin embargo, se desconocen los mecanismos

moleculares por los que, a partir de células precursoras comunes, se genera tal diversidad.

Uno de los paradigmas mas basicos de la genética humana es que, dado que el DNA de todas
las células de un individuo se genera a partir de copias del DNA de una unica célula original (el
zigoto), la informacion contenida en el DNA de todas las células somaticas de un mismo
organismo es esencialmente idéntica (Lewin, 2004). Sin embargo, se ha observado que
algunas células del sistema inmune (linfocitos T y B, células T citotéxicas y células dendriticas)

escapan a esta definicion, y presentan sistematicamente reorganizaciones del genoma
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ausentes en otros tipos celulares. En 1967 se hipotetizd por primera vez que el origen de la
diversidad de las proteinas de adhesion celular del sistema nervioso podria basarse en
cambios a nivel genético en las neuronas (Deyer, 1967, Edelman and Gally, 1967). Desde
entonces, diversos estudios in vivo han demostrado que las neuronas no son homogéneas
desde el punto de vista genético, y presentan mayor nimero de variaciones en su DNA que las
células somaticas de otros tejidos (Rehen et al., 2001, Rehen et al., 2005, McConnell et al.,
2013, Poduri et al., 2013). Gracias a los avances en gendmica de célula Unica, sabemos que
las neuronas presentan mosaicismo somatico, es decir, que su DNA puede variar de una
neurona a otra dentro de un mismo individuo (Evrony et al., 2012, McConnell et al., 2013, Cai et
al., 2015, Evrony et al., 2015). Estas alteraciones son bastante frecuentes; se estima que, de
manera natural, las células neurales de individuos sanos acumulan variaciones en su contenido
total de DNA de mas de 1 Mb de extension por neurona (Westra et al., 2010, McConnell et al.,
2013, Cai et al.,, 2015). En concreto, el DNA neural es especialmente rico en alteraciones
genéticas como aneuploidias, repeticiones en tdndem de trinucleétidos, polimorfismos de un
unico nucleétido, inversiones, deleciones, y cambios en el contenido de retrotransposones
(Rehen et al., 2005, Gonitel et al., 2008, Coufal et al., 2009, Guilmatre et al., 2009, Singer et al.,
2010, lourov et al., 2012). Esto implica que la heterogeneidad en las células del sistema
nervioso va mas alla de la diversidad transcriptdmica y funcional, existiendo también en

cambios en DNA, aunque aun no se ha descrito que éstos afecten a regiones definidas.

Diversos desérdenes neuroldgicos se asocian a mutaciones somaticas especificas de
neuronas, incluyendo casos de epilepsia, autismo, esquizofrenia y Alzheimer (Abner and
McKinnon, 2004, McKinnon and Caldecott, 2007, Barzilai et al., 2008), lo que hace pensar que
los eventos mutagénicos son especialmente frecuentes en este tipo celular. De hecho, se ha
observado que la aparicion de cambios en el material genético se produce de manera
especifica en el proceso de diferenciacion de las células madre hacia el linaje neural: in vitro, la
diferenciacion de hIPSCs (células madre pluripotentes humanas inducidas) en paralelo a
neuronas y a fibroblastos demostré que aquellas células diferenciadas a neuronas,
presentaban mas alteraciones en su contenido de DNA que en las diferenciadas a fibroblastos
(McConnell et al., 2013). Ademas, se observo que los cambios en el material genético (sobre
todo, deleciones) se producian, mayoritariamente, en el paso de diferenciacion de precursores
neurales a neuronas (McConnell et al., 2013), lo que indica que el proceso de generacion de
diversidad somatica es inherente al proceso de generacion neuronal. En conjunto, estos datos
sugieren que, durante el proceso de neurogénesis, se crea un ambiente permisivo para la
aparicion de mutaciones especificamente en células del sistema nervioso y plantean si la
variacion genética es la causa principal de la diversidad funcional de las neuronas y, de ser asi,

cémo pueden generarse estos cambios a nivel del DNA.
Diversos estudios han planteado que variabilidad genética de las neuronas se genere, al igual

que en el sistema inmune, por un mecanismo dirigido. (Fig.1.1) (Deyer, 1967, Edelman and
Gally, 1967, Muotri and Gage, 2006, Coufal et al., 2009, Singer et al., 2010, Erwin et al., 2014).
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En el sistema inmune, se generan millones de nuevas combinaciones alélicas a través de la
induccion de roturas del DNA en zonas concretas del genoma. Gracias a éstas roturas,
distintos segmentos génicos se recombinan al azar (Lewin, 2004). Las células precursoras de
los linfocitos B y T, obtienen asi cambios permanentes en su secuencia del DNA que se
reflejan, respectivamente, en cambios en los tipos de inmunoglobulinas y de receptores de
antigeno que son capaces de generar (Fig.1.1). Esta gran diversidad alélica es lo que les
permite el reconocimiento de multiples patégenos distintos (Lewin, 2004). Las recombinaciones
improductivas y las afinidades incorrectas (en torno al 90% de las células generadas) son

posteriormente eliminadas por procesos apoptéticos (Strasser, 2005).

La suposicion de que el desarrollo del sistema nervioso y del sistema inmune puede estar
sometido a procesos similares se basa en que son comparables en diversidad, ambos
presentan cambios en el contenido total de DNA de mas de 1Mb de media por célula y, al igual
que el sistema inmune, el sistema nervioso es especialmente sensible a la falta de proteinas de
reparacion de roturas del DNA (Gao et al., 1998, Abner and McKinnon, 2004, Boya and de la
Rosa, 2005, McConnell et al., 2013), lo que hace suponer que la generacion de roturas de DNA

podria jugar un papel en su desarrollo.

Sistema Inmune

Eliminacion de recombinaciones improductivas
Presion selectiva por reconocimiento
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Mosaicismo somatico
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FIGURA 1.1 - GENERACION DE VARIABILIDAD SOMATICA EN LOS SISTEMAS INMUNE Y NERVIOSO.

En el sistema inmune, la gran diversidad de los receptores de las células T (107-10g diferentes), asi como de las
inmunoglobulinas (1012 distintas), son generadas por el mecanismo de recombinacion somatica V(D)J. En el sistema
nervioso, hay mas neuronas distintas que la diversidad celular observada en los linfocitos T. A dia de hoy no hay ningun
mecanismo intrinseco que explique toda la variabilidad detectada en su diferenciacion. Sin embargo, hay mecanismos que
pueden ayudar a generar diversidad actuando sobre diferentes sustratos (DNA, RNA o proteinas). Su actuacion, individual
o conjunta, podria estar implicada en la diferenciacion neuronal. CFS-Sitios comunes de fragilidad cromosémica.
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Por todo lo anterior, en el presente trabajo de Tesis doctoral estudiaremos la relacion entre los
mecanismos de generacion y reparacion de roturas en el DNA, la apoptosis neural temprana y
el proceso de neurogénesis en la retina murina, el modelo experimental para el analisis del

desarrollo del sistema nervioso central utilizado actualmente en nuestro laboratorio.

Mecanismos que podrian generar variabilidad en el DNA neural.

Las mutaciones en células sométicas se deben, en gran parte, a eventos espontaneos. Pueden
generarse a consecuencia de la accién de agentes fisicos, como la radiacion ultravioleta y la
radiacion ionizante (Lieber, 2010), o quimicos, como diversos agentes alquilantes, oxidantes y
desaminantes (Madabhushi et al., 2014). Sin embargo, se conocen algunos mecanismos
intrinsecos que pueden generar sistematicamente mutaciones y reorganizaciones del DNA en
regiones especificas del genoma. Comentaremos a continuacion los mejor conocidos y su

posible relacion con la aparicién de cambios en el material genético de las neuronas.

El complejo de endonucleasas RAG-1,2 ha sido especialmente estudiado, dada su importancia
en la generacion de la diversidad celular del sistema inmune (Gao et al., 1998, Lieber, 2010,
Helmink and Sleckman, 2012). ElI complejo enzimatico RAG-1,2 es el encargado de iniciar el
proceso de recombinacion somatica en los linfocitos T y B a través de la generacion de roturas
programadas en los genes de las inmunoglobulinas y en los receptores de las células T (Tsai et
al., 2002, Lieber, 2010).

RAG-1 reconoce dos sefales de recombinacion en la secuencia del DNA de las células
precursoras de los linfocitos, y RAG-2, detecta sefiales de control epigenético (hipermetilacion
de H3K4) (Schatz and Ji, 2011). El complejo secciona el DNA tras las secuencias sefal,
produciendo roturas en el DNA (Lewis et al., 1985, Qiu et al., 2001). Las secuencias
intermedias entre dos roturas se delecionan y los extremos del DNA se procesan, y

se fusionan entre si por medio de la via NHEJ de reparacion del DNA (de sus siglas en inglés,
Non Homologous End Joining). El resultado tras la reparacién de la rotura, es la aparicion de
un nuevo exon. (Lieber, 2010, Grabarz et al., 2012, Helmink and Sleckman, 2012, Rass et al.,
2012).

El complejo RAG-1,2 puede actuar no sélo como endonucleasa, sino también como generador

de inversiones y como transposasa, en funcién del sustrato de que parta, insertando DNA
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exoégeno (con las secuencias de sefalizacion adecuadas) en otras localizaciones del DNA
(Agrawal et al., 1998, Hiom et al., 1998, Messier et al., 2003, Lewin, 2004, Fugmann, 2010) .

El analisis de tumores ha demostrado que RAG-1,2 también puede ejercer su funcion
endonucleasa en otros genes aparte de los de inmunoglobulinas y receptores de células T.
Esta actuacion se produce si aparecen secuencias similares a su secuencia consenso, las
denominadas secuencias de recombinacion cripticas (en inglés, cryptic RSSs) (Lewis et al.,
1997, Nishana and Raghavan, 2012). De momento no es predecible la localizacion de estas

secuencias a priori, sin haber sido asociadas a eventos de recombinacion.

RAG-1 y RAG-2 se expresan mayoritariamente en tejidos linfoides, pero ademas, RAG-1 ha
sido encontrada en el sistema nervioso, tanto en estadios embrionarios como en el cerebro
adulto (Chun and Schatz, 1999). Su funcidén parece necesaria para el correcto funcionamiento
del sistema nervioso, ya que en ratones, su falta (pero no la de RAG-2) afecta a la correcta
formacion de la memoria (McGowan et al., 2011). En linea con lo anterior, en humanos, se ha
encontrado algun individuo con mutaciones en RAG-1 y con encefalopatia (Dhingra et al.,
2014).

Diversos estudios han demostrado la presencia del mRNA del complejo RAG-1,2 en el sistema
nervioso. Chun demostré que RAG-1 se transcribe extensamente en el cerebro murino durante
el desarrollo embrionario, y postnatalmente, en el hipocampo y cerebelo. Sin embargo, no
detectd la isoforma de RAG-2 tipica del sistema inmune (Chun et al., 1991). Otros autores si
han encontrado esta isoforma en cerebro y en otros tejidos no linfoides, en concreto en los
testiculos, en el corazén (Aoki et al., 1991, Laszkiewicz et al., 2012). En trabajos previos de
nuestro grupo (Baleriola, 2008) también detectamos la presencia del mMRNA de RAG-1 y de
RAG-2 en la retina embrionaria de ratéon. Hasta el momento, en tejidos no linfoides, soélo se ha
demostrado la coexistencia de las proteinas RAG-1 y RAG-2, en neuronas del bulbo olfatorio
de pez cebra (Jessen et al., 2001), pero la expresion del mMRNA de RAG-1 y RAG-2 en cerebro
y en retina hace tedricamente posible la actividad recombinasa del complejo RAG-1,2 en el

sistema nervioso.

La hipermutacién somatica (SHM, Somatic Hyper Mutation) es un proceso que permite refinar
la especificidad de las células B frente a determinados antigenos, incrementando la variabilidad
de los anticuerpos con un segundo ciclo de diversificacion (Honjo et al., 2002, Seki et al., 2005,
Martomo and Gearhart, 2006). Consiste en un proceso de mutacién programada que afecta a

los genes ya recombinados de las inmunoglobulinas (lgs) (Papavasiliou and Schatz, 2002), y
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que resulta en la acumulacion de hasta un millén de veces mas de mutaciones puntuales en los
genes de las cadenas ligeras y pesadas de las Igs que en el resto del genoma (Honjo et al.,
2002). Las mutaciones tipicas del proceso SMH se producen como resultado de la actividad
tendente a fallos de diversas DNA polimerasas de baja fidelidad (Honjo et al., 2002, Seki et al.,
2005, Martomo and Gearhart, 2006). Las mas conocidas son Pol, Polg, Poln, y Pol, (Gearhart
and Wood, 2001, Honjo et al., 2002), si bien diversos estudios relacionan también la actividad
de la DNA polimerasa p (implicada en la via NHEJ) en la generacién de SHM (Dominguez et
al., 2000, Ruiz et al., 2001, Ruiz et al., 2004, Lucas et al., 2005).

Los sitios fragiles son regiones cromosémicas especificas en las que, durante la metafase
mitética, se presentan preferentemente roturas en el DNA (Durkin and Glover, 2007) y donde,
tras concluir la mitosis, se acumulan numerosas reorganizaciones génicas (Durkin and Glover,
2007). Estas regiones son especialmente sensibles al estrés replicativo, y se rompen durante la
replicacion generando roturas que afectan a las dos hebras del DNA. Dentro de ellos, destacan
los CFS, (de sus siglas en inglés Common Fragile Sites), que se encuentran presentes en la

misma posicidn en todos los individuos de una poblacion (Smith et al., 2006).

Los CFS estan conservados en la evolucion en distintas especies (Shiraishi et al., 2001), y se
asocian a genes de gran tamafo (Palakodeti et al., 2010), en general relacionados con la
supresioén de tumores, la reparacion de DNA vy el desarrollo neural (Kholodnyuk et al., 2000,
Smith et al., 2006). Su estabilidad estd mediada por las proteinas de respuesta al dafo al
DNA. Entre las enzimas que los regulan, destacan ATR, ATM (Barlow et al., 2013) y algunas
proteinas de la via NHEJ de reparacion del DNA, como DNA-PK y la DNA-ligasa IV (Durkin and
Glover, 2007). En ausencia de ATM, se produce un incremento dramatico en la inestabilidad
cromosomica en el cerebro, apareciendo numerosas roturas del DNA en regiones concretas del
DNA, en especial en el de las neuronas cerebelares, o que hace suponer que hay sitios
fragiles que se activan preferentemente en las células nerviosas (lourov et al., 2009). Se ha
propuesto que la ruptura de los CFSs juegue un papel fisiolégico e intervenga en procesos de
regulacién génica, fundamentalmente asociado a situaciones de estrés celular (Smith et al.,
2006).

Otro mecanismo capaz de generar cambios genéticos tanto a gran escala como en
localizaciones concretas en el DNA es el derivado de la inserciéon de transposones en nuevas
localizaciones del genoma. Los transposones son secuencias de DNA capaces de escindirse
del DNA nuclear y cambiar su localizacién dentro del genoma. También pueden producir copias

de si mismos e insertarlas en nuevas localizaciones.
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La transposicion de elementos moéviles esta intimamente relacionada con la evolucién del
genoma humano, hasta el punto de que alrededor del 45% de nuestro genoma deriva de
elementos transponibles; la mayoria, de retrotransposones del tipo no-LTR (no derivados de
retrovirus) como LINE-1, Alu y SVA (16.9%, 10,6% y 0,2% del total del genoma,
respectivamente) (Cordaux and Batzer, 2009, Singer et al.,, 2010). La movilidad de los
retrotransposones es un proceso altamente mutagénico que sigue activo en nuestro genoma
(Cordaux and Batzer, 2009). A corto plazo, su transposicion puede causar inestabilidad
genodmica a nivel local, y cambios en el patron epigenético y en la regulacién génica de los loci
préximos (Muotri and Gage, 2006, Coufal et al., 2009, Singer et al., 2010, Thomas et al., 2012,
Erwin et al., 2014). También pueden producir reorganizaciones severas del material genético,
como recombinaciones ectdpicas, conversiones génicas, deleciones, traslocaciones,

transversiones e inversiones, entre otras (Cordaux and Batzer, 2009).

Dentro de los retrotransposones, destaca especialmente LINE-1, ya que es el unico
retrotransposén activo en el genoma de mamiferos que expresa el set enzimatico completo que
se necesita para la transposicion: codifica su propia endonucleasa y transcriptasa reversa, lo
que le confiere una capacidad auténoma de salto y la posibilidad de catalizar la transposicion
de ofros retrotransposones (Muotri and Gage, 2006, Cordaux and Batzer, 2009). LINE-1 es una
secuencia movil altamente repetida, con mas de 500.000 copias esparcidas a lo largo del
genoma humano, de las que sélo unas 100 se mantienen activas (Cordaux and Batzer, 2009).
En su transposicion, produce roturas en el DNA de manera selectiva en diversas localizaciones
genomicas que contengan la secuencia AA/TTTT vy, posteriormente, inserta copias de si mismo
o de otro trasposén como Alu en el punto de rotura (Thomas et al., 2012). De hecho, LINE 1 es
capaz incluso de retrotransponer mRNAs de la célula huesped, lo que puede provocar la

apariciéon de duplicaciones génicas y pseudogenes (Cordaux and Batzer, 2009).

Este transposén es un elemento generalmente quiescente en el genoma de la mayoria de las
células somaticas; sin embargo, en los ultimos afos, se han acumulado numerosas evidencias
de que su actividad transposasa se activa de forma especifica en el hipocampo humano
(Coufal et al., 2009, Evrony et al, 2012, Thomas et al., 2012). Estudios con LINE-1
transgénicos demostraron que su capacidad de salto se activa ex vivo en precursores neurales
del hipocampo humano (Muotri et al., 2005) e in vivo en el hipocampo murino (Muotri et al.,
2010). Esta capacidad de transposicion también se detecté en el hipocampo y en el cortex
prefrontal de pacientes humanos con sindrome de Rett, y con esquizofrenia (Muotri et al.,
2010) (Bundo et al., 2014). En individuos sanos (humanos y murinos), estudios por PCR
cuantitativa demostraron que el contenido de LINE-1 es mayor en diferentes regiones del
cerebro y del cerebelo que en otros tejidos no neurales, como higado o corazén (Coufal et al.,
2009). La transposicion de LINE-1 en el hipocampo también se ha evidenciado usando la

técnica de enriquecimiento en transposones seguida de secuenciacion de ultima generacion.
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Con este método se detectaron miles de eventos de retrotransposicion somatica en neuronas
del hipocampo humano (Baillie et al., 2011). En resumen, no hay duda de que tanto en seres
humanos como en ratones se producen inserciones somaticas de LINE-1 en tejidos neurales

como el hipocampo que estan ausentes en otros tejidos del individuo, como el higado.

Se desconocen las consecuencias de esta elevada transposicidn en neuronas hipocampales, si
es un evento parasitario o si cumplen alguna funcién (Upton et al., 2011), aunque se ha
postulado que su movilizacion puede participar en la generacion de diversidad gendémica en el
hipocampo (Singer et al., 2010, Thomas et al., 2012, Erwin et al., 2014). Sin embargo, estudios
de secuenciaciéon de genomas de mas de 300 neuronas individuales concluyen que la
frecuencia de retrotransposicion de LINE-1 por neurona es muy baja (menor al 0,6%) (Evrony
et al., 2012), muy inferior a la tasa de mutaciones observada en neuronas, lo que pone en duda
que sea el unico o el principal mecanismo de generacion de diversidad genética en el sistema

nervioso.

Por otra parte, los datos indican que la transposicion de LINE-1 no se produce por igual durante
toda la vida de un organismo: los eventos de transposicion se han descrito fundamentalmente
en el desarrollo embrionario, durante las primeras fases de la neurogénesis, afectando
especificamente a precursores neurales (van den Hurk et al., 2007, Coufal et al., 2009, Kano
et al., 2009).

2- REPARACION DE ROTURAS EN EL DNA.

Todos los mecanismos conocidos por los que se generan reorganizaciones severas del
genoma implican que en algin momento se produzcan roturas del DNA que afecten
simultdneamente a las dos hebras (a partir de ahora, DDSB, de sus siglas en inglés DNA
Double Strand Breaks). Estas roturas son la alteracion mas severa del material genético que
puede sufrir una célula, ya que se pierde tanto la continuidad del cromosoma como la
accesibilidad al DNA molde de la hebra complementaria. Son especialmente daininas para la
célula, ya que generan inestabilidad genémica que, si no se repara o lo hace de forma
incorrecta, puede activar eventos citotoxicos (Grabarz et al., 2012, Deriano and Roth, 2013),
como la apoptosis de la célula (Barzilai et al., 2008), o procesos de senescencia celular y

envejecimiento (Hoeijmakers, 2009, Deriano and Roth, 2013).
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Ademas, aunque la célula sobreviva, los fallos en la reparaciéon de roturas también pueden
derivar en eventos mutagénicos, como deleciones, traslocaciones, inversiones (Barzilai et al.,
2008, Grabarz et al., 2012, Liu et al., 2014), y dar origen a la transformacién en células
cancerosas. A pesar de ello, son eventos muy frecuentes; se estima que se producen alrededor
de 10 DDSBs por célula y dia (Lieber, 2010).

Hay diversos procesos celulares que pueden producir DDSBs: reorganizaciones programadas
del genoma, la actividad de nucleasas enddgenas, errores en el metabolismo del DNA, la
replicacion sobre los sitios fragiles del genoma, fuerzas fisicas y especies reactivas de oxigeno
procedentes de la respiracion celular. Aunque también pueden ser producidas por fuentes
exégenas como ciertos virus, radiaciones ionizantes y fuentes quimicas (Lieber, 2010,
Chapman et al., 2012, Deriano and Roth, 2013).

En las células eucariotas, las DDSBs pueden repararse por dos vias alternativas: por
recombinacién homologa (HR, de Homologous Recombination) y por uniéon de extremos no
homologos (NHEJ, de sus siglas en inglés Non Homologous End Joining) (Chapman et al.,
2012). Curiosamente, ambos mecanismos se relacionan con dos procesos opuestos: mantener
la integridad del genoma y generar diversidad génica. Asi, ambos procesos son necesarios
para mantener la viabilidad celular pero, ademas, en la linea germinal, la via HR interviene en
los intercambios de informacién genética que se producen durante el sobrecruzamiento
meiodtico (Symington and Gautier, 2011, Chapman et al., 2012), y en el sistema inmune, la via

NHEJ es la utilizada en la recombinacién somatica (Lieber, 2010, Grabarz et al., 2012).

Ambas vias responden a requerimientos celulares diferentes: La recombinacién homodloga, que
permite minimizar la pérdida de informacién genética, funciona exclusivamente en células
proliferativas durante las fases S y G2 del ciclo celular (Hendrickson, 1997, Symington and
Gautier, 2011, Chapman et al., 2012). Por el contrario, la actividad de la via NHEJ, es ubicua,
estando presente en todos los tipos celulares durante todo el ciclo celular (Chapman et al.,
2012, Deriano and Roth, 2013). En la via NHEJ, mucho menos fidedigna que la anterior, el
sellado de los extremos del DNA de la rotura se realiza frecuentemente de manera imprecisa,
sin asegurarse de si se mantiene o no la secuencia original. A pesar de ser un mecanismo con
una alta tasa de error en la reparacion, es la unica via de reparacion de DDSBs activa en
células en fase G1 y en células post mitéticas (G0) (Hendrickson, 1997, Chapman et al., 2012),
lo que la convierte en el unico mecanismo disponible en células diferenciadas, como las

neuronas maduras (Lieber, 2010).
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Ruta NHEJ clasica de reparacion de roturas del DNA.

La via NHEJ es posiblemente la ruta mas versatil de reparacion de dafno al DNA. Acepta como
sustrato fragmentos de DNA con cualquier tipo de extremos, incluyendo extremos
incompatibles y aquellos con estructura secundaria en forma de horquilla; puede reparar la
rotura en presencia o ausencia de microhomologias y no requiere de DNA molde para sustituir

los nucleodtidos perdidos (Lieber, 2010, Chapman et al., 2012).

Como la mayor parte de los procesos de reparacion del DNA, la via de NHEJ requiere
nucleasas para eliminar extremos de DNA no compatibles, DNA polimerasas para sintetizar los
nucleédtidos perdidos y una DNA ligasa para restaurar la integridad de las cadenas de DNA
(Lieber, 2010) (Fig. 1.2). El procesamiento de extremos corre a cargo de DNA-PKcs y Artemis.
Ambas forman un complejo con actividad nucleasa capaz de eliminar los segmentos en forma
de horquilla de los extremos del DNA (tipicos de las roturas inducidas por RAG-1,2 (Nishana
and Raghavan, 2012)), y de retirar los fragmentos de DNA danado en los extremos de las
hebras (Lieber, 2010). La reposicion de los nucleétidos perdidos la realiza una de las DNA
polimerasa de la familia X: TdT, Pol u o Pol A, en funcién de las caracteristicas de la rotura
(Lieber, 2010, Ramsden, 2011, Chapman et al., 2012, Deriano and Roth, 2013). El sellado de la
rotura requiere la accién conjunta de la DNA ligasa IV, y los factores XRCC4, que estabiliza la

ligasa, y Cernunnos/XLF, que favorece la union de extremos incompatibles (Lieber, 2010).

La quinasa DNA-PK esté formada por dos subunidades: la subunidad catalitica DNA-PKcs vy el
heterodimero KU70/80. La subunidad catalitica ha sido implicada en una amplia variedad de
procesos relacionados con la respuesta al dafio al DNA, incluyendo la respuesta a DNA
exdgeno por medio de la induccion de moléculas proinflamatorias (Kong et al.,, 2011,
Unterholzner, 2013), y la intervencion en las vias HR y NHEJ de reparaciéon de DDSBs (Kong
etal., 2011).

DNA-PKcs promueve la reparacion del dafio al DNA, al estimular la fosforilacién de H2AX a

yH2AX, la funcion endonucleasa de Artemis y la actividad ligasa del complejo XRCC4: DNA
ligasa IV (Lieber, 2010).
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FIGURA 1.2 - VIA NHEJ CLASICA DE REPARACION DE ROTURAS DEL DNA.

1-Los extremos de la rotura se protegen por el dimero Ku70/80, que sirve de punto de anclaje a todas las
proteinas de la via. 2-Las primeras en anclarse son ATM y DNA-PK. Estas quinasas marcan el punto de rotura

fosforilando la histona H2AX en el residuo Ser139. La histona fosforilada se denomina yH2AX. DNA-PK y ATM
interaccionan con proteinas de control del ciclo celular, evaluandose si la rotura es reparable o si la célula debe
entrar en apoptosis. Si se continda con la reparacion, el ciclo celular se detiene hasta completarla. 3-La unién de
DNA-Pk y Artemis permite procesar los extremos del DNA, eliminando las estructuras secundarias y los
nucledtidos dafados. 4-Las DNA polimerasas TdT, Pol A 6 Pol p sintetizan los nucleétidos perdidos. 5-El complejo
LigasalV/XRCC4/XLF sella la rotura. (Modificado de (Mladenov and lliakis, 2011)

La actividad de DNA-PKcs es también necesaria para mantener la estabilidad cromosémica
durante el proceso mitético: la inactivacion in vitro y ex vivo de DNA-PKcs conduce a
alteraciones mitéticas, incluyendo desalineamientos entre cromosomas mitéticos, alteraciones

en la morfologia nuclear y cromosomas rezagados (Jette and Lees-Miller, 2015).

Por otro lado, DNA-PKcs también participa en la generacién de variabilidad a través del
proceso de recombinacion somatica; de hecho, su actividad en la reparacion de las roturas
generadas por las recombinasas RAG-1/2 es estrictamente necesaria para la correcta
formacién del sistema inmune. Este hecho se evidencia en modelos murinos hipomorfos para

esta proteina, como el raton SCID (del inglés Severe Combined Immunodeficiency), que
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presenta una inmunodeficiencia severa debida a la incapacidad de llevar a cabo la
reorganizacion de los genes de las inmunoglobulinas (Shinkai et al., 1992, Shultz et al., 1995,
Blunt et al., 1996, Araki et al., 1997). DNA-PKcs, ademas, contribuye a la formacién de las
sefales de unidn (signal joints) tipicas de la recombinacién mediada por RAG-2, a la que
también fosforila (Lin et al., 1999, Hah et al., 2007, Gapud and Sleckman, 2011).

La actividad de DNA-PKcs podria estar implicada en la formacién del sistema nervioso ya que,
en seres humanos, la ausencia de DNA-PK se asocia, ademas de con una inmunodeficiencia
severa, con problemas de crecimiento, microcefalia y anomalias de la funcion neuroldgica (van
der Burg et al., 2009, Woodbine et al., 2013, Woodbine et al., 2014). En el mismo sentido,
hemos visto en nuestro laboratorio que la inactivacién in vivo y ex vivo de DNA-PKcs también
resulta en un incremento en la apoptosis de neuronas recién diferenciadas durante el desarrollo

de la retina (Baleriola et al., 2010).

Los genomas de mamiferos codifican 4 enzimas de la familia de polimerasas X, todas ellas
implicadas en la reparacion del genoma: la DNA polimerasa 3 (Pol B), implicada en el
mecanismo de reparacion BER (del inglés Base Excision Repair) (Lieber, 2006, Weissman et
al., 2007, Ramsden, 2011, Martin and Blanco, 2014), y las DNA polimerasas A (Pol 1), u (Pol
u), y TdT (de sus siglas en inglés Terminal deoxinucleotidil Transferase), implicadas en NHEJ
(Moon et al., 2007, Motea and Berdis, 2010).

De ellas, solo tres pueden reparar DDSBs: TDT, Pol p y Pol A (Nick McElhinny et al., 2005,
Lieber, 2006, Moon et al., 2007). Pol u es especialmente versatil, ya que es la Unica polimerasa

conocida capaz de sintetizar la nueva cadena de DNA tanto en presencia como en ausencia de
DNA molde (Ramsden, 2011) (Fig. 1.3).

Aunque las actividades de Pol A, Pol u y TdT son parcialmente solapantes, en realidad llevan
a cabo funciones distintas, diferenciandose por su afinidad a sustrato y por los tejidos donde se
expresan. La actividad de reparacion fidedigna, dependiente de molde, es comin a Pol Ly a
Pol u, pero sélo Pol u es capaz de reparar lesiones en ausencia de microhomologias (de, al
menos, 1-2 nucledtidos) entre los extremos del DNA a reparar (Nick McElhinny et al., 2005,
Moon et al., 2007) (Fig. 1.3). En la actividad mutagénica, independiente de molde, TdT es mas
activa que Pol pu, pudiendo reparar con mayor eficiencia sustratos con roturas de mayor
longitud (Gozalbo-Lopez et al., 2009). Sin embargo, TdT limita su expresion al sistema inmune
(Nick McElhinny et al., 2005, Moon et al., 2007, Motea and Berdis, 2010), mientras que la
expresion de Pol p es mas generalizada: es especialmente abundante en 6rganos linfo-

hematopoyéticos (Dominguez et al., 2000, Lucas et al., 2013), pero también se encuentra
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presente en otros 6rganos como higado, rifidn, pulmén, testiculos, cerebro, y retina
(Dominguez et al., 2000, Bertocci et al., 2003, Lucas et al., 2005, Baleriola, 2008).

Sustrato Polimerasas de la familia X

®
A. E_B—H_H—H_H Brecha de 1 nucledtido
EEE
P
B. H_H_H_HU Complementariedad parcial
’}H-D-H—H—EL (microhomologia)

o

LI -
H H H H O H H H H Extremos no complementarios
|

4
D. H_HHU oo H H Ausencia de DNA molde

FIGURA 1.3 - REPRESENTACION ESQUEMATICA DE LA PREFERENCIA POR SUSTRATO DE LAS DNA-
POLIMERASAS DE LA FAMILIA X.

Se representa en rojo la DNA polimerasa con el residuo a incorporar. A- Pol 8, Pol Ay Pol pu pueden rellenar
pequefias brechas que afecten a una unica hebra de DNA de manera dependiente de molde. B- Pol A y Pol p
pueden reparar roturas que afecten a ambas hebras del DNA si existe al menos una base de complementariedad
entre los extremos de ambas cadenas. C- Pol p puede reparar pequefias DDSBs sin que existan nucleétidos
complementarios en la hebra opuesta. D- TdT, utiliza sustratos de DNA con una protrusiéon en su extremo 3’ y lleva
a cabo la polimerizacion de manera independiente de molde. Aunque en menor medida, Pol p también puede
realizar sintesis independiente de molde utilizando el mismo sistema. Modificado a partir de (Ramsden, 2011)

La capacidad de Pol p de incorporar nucleétidos puede desplazarse entre la reparacion
fidedigna a la secuencia original, dependiente de DNA molde, y una actividad mutagénica,
independiente de molde (Martin et al.,, 2013). Se ha comprobado que ambas actividades
(mutagénica vs fidedigna) son funcionales in vivo, tanto en el desarrollo embrionario (Gozalbo-
Lopez et al., 2009) como en la edad adulta (Martin et al., 2013). Este tipo de actuacion dual le
permite a Pol precuperar roturas severas en el DNA en cualquier célula del organismo,
manteniéndose fiel a la secuencia original cuando es necesario y, en determinados casos,

convirtiéndose en un potencial agente mutagénico y/o en una fuente de diversidad genética.

Pol u parece desempefiar un papel protagonista en la generacion de diversidad somatica del
sistema inmune: en las células precursoras de los linfocitos, participa en el proceso de
hipermutacion somatica (Dominguez et al., 2000, Ruiz et al., 2001, Ruiz et al., 2004, Lucas et
al., 2005) y, asi mismo, interviene junto a TdT en la recombinacion somatica iniciada por RAG-
1,2 (Bertocci et al., 2003, Bertocci et al., 2006, Lieber, 2006, Gozalbo-Lopez et al., 2009, Motea

and Berdis, 2010). Su participacién cobra mayor importancia en funcién del momento del
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desarrollo. En etapas tempranas del desarrollo embrionario (E10-E12), TdT no se encuentra
presente, y Pol u es la que lleva a cabo gran parte de la reparacion de las lesiones asociadas a
los primeros eventos de recombinacion somatica (Gozalbo-Lopez et al.,, 2009). En
consecuencia, la ausencia de Pol p provoca importantes defectos en el desarrollo

hematopoyético (Bertocci et al., 2003).

Se sospecha que Pol p también podria jugar un papel en el desarrollo del sistema nervioso.
Estudios in vivo con ratones carentes de esta DNA polimerasa realizados en nuestro
laboratorio, demostraron que su presencia en la retina se encuentra incrementada respecto a
Pol A durante la fase de neurogénesis (Baleriola, 2008); de hecho, estos ratones presentaron
un fenotipo neural inesperado durante el envejecimiento (Lucas et al., 2013), al ser capaces de

mantener sus habilidades cognitivas durante mas tiempo que sus controles silvestres.

3 - LA RETINA.

La retina es una lamina fotosensible encargada de transformar la informacion luminica en
impulsos nerviosos. Es un tejido muy conservado evolutivamente en todos los vertebrados,
tanto en su estructura general, como en los tipos de células que lo componen, y en sus
moduladores principales (Masland, 2001, Finlay, 2008, Reese, 2011). Se localiza dentro de la

esfera posterior del ojo y se conecta a través del nervio 6ptico con el cortex visual (Gray, 1960).

La retina, como parte del sistema nervioso central, es un sistema modelo clasico para el
estudio de procesos celulares relacionados con el desarrollo neural (Cepko et al., 1996, Levin,
2001, Valenciano et al., 2006, Yucel and Gupta, 2008). Su estructura y desarrollo son
conocidos (Masland, 2001, Marquardt and Gruss, 2002, Davis and Dyer, 2010) y es facilimente
accesible para su extraccion, cultivo y tratamiento farmacolégico (de la Rosa et al., 1998,
Baleriola et al., 2010).

La retina interna o retina neural es una lamina de tejido estratificada compuesta por seis tipos
principales de neuronas, cuyos nucleos estan distribuidos en tres capas paralelas (Fig.1.4). De
fuera a dentro, se distinguen: la capa nuclear externa (ONL), donde se situan los nucleos de los
fotorreceptores (conos y bastones); la capa nuclear interna (INL) que contiene los nucleos de
las interneuronas (células amacrinas, bipolares y horizontales); y la capa de células

ganglionares (GCL), que contiene a las células del mismo nombre. Estas capas de nucleos
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estan separadas entre si por dos capas de sinapsis: la capa plexiforme externa (OPL), donde
contactan los fotorreceptores con las interneuronas; y capa plexiforme interna (IPL), donde las
interneuronas contactan con las células ganglionares (Fig. 1.4). Los axones de las células
ganglionares se asocian en haces que, compactados y fasciculados entre si, dan origen al
nervio 6ptico, conectando directamente la retina con los nucleos visuales primarios (nucleos

supraquiasmaticos, el geniculado lateral, y el cértex visual) (Gray, 1960).

Aparte de neuronas, en la retina también se encuentran las células de Mdller, (una poblacion
glial generada en la propia retina) y dos poblaciones celulares de origen extrarretiniano: los
astrocitos (de origen neural) y la microglia (células del sistema inmune). La glia de Mdller (o
radial) se distribuye perpendicularmente a las capas de nucleos; la microglia esta presente en
las capas de sinapsis (OPL e IPL), y los astrocitos se localizan entre la GCL y los vasos

sanguineos que irrigan la cara interna de la retina (Gray, 1960).
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FIGURA 1.4- ESTRUCTURA DE LA RETINA MURINA Y TIPOS CELULARES QUE LA CONFORMAN.

lzquierda: Nucleos de las células de la retina tefiidos con DAPI. Capa de epitelio pigmentario (RPE) y capas de
neuronas: ONL, INL y GCL, separadas por zonas de sinapsis (OPL e IPL). Centro: En la ONL se encuentran los
nucleos de los fotorreceptores (C-Conos, R-Bastones), cuyos segmentos externos se emiten hasta las células del
RPE, que los engloban. En la INL estan los nicleos de las interneuronas (A-Células Amacrinas, B-Células
Bipolares, H-Células Horizontales). En la GCL se encuentran las células ganglionares (G) y células amacrinas
desplazadas (A). La microglia (MG) se presenta en la OPL e IPL. La glia de Muller (M) se extiende radialmente,
atravesando todas las capas de la retina. Sus pies forman las membranas limitantes externa (OLM) e interna
(ILM). Entre la GCL vy los vasos sanguineos (V) se encuentran los astrocitos (As). Se muestran también los
pericitos (P) rodeando los vasos. La flecha indica el sentido de entrada de la luz. Modificado a partir de un

esquema original de (@€FFIG0S Derecha: Superposiscion de una tincién de algunos tipos celulares de la retina
sobre la estructura nuclear de la misma. Modificado a partr de una imagen de
http://webvision.med.utah.edu/Wong.htm.

RPE-Epitelio pigmentario. OS-Segmentos externos de los fotorreceptores, ONL-Capa nuclear externa. OPL-Capa
plexiforme externa. INL-Capa nuclear interna. IPL-Capa plexiforme interna. GCL-Capa de células ganglionares.
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Desarrollo de la retina murina.

En los vertebrados, la formacion de la retina es un evento conservado evolutivamente, basado
en procesos secuenciales de proliferacién, diferenciacion, regionalizacion y muerte celular
programada (Chow and Lang, 2001, Eiraku et al., 2011, Sinn and Wittbrodt, 2013).

La formacion de la retina proviene de la invaginacion central de las vesiculas épticas a ambos
lados del tubo neural, formando la copa optica (Fig.1.5 A). En raton, este proceso se produce
entre entre E9,5 y E10,5. La invaginacion es asimétrica, ya que queda una apertura en la zona
ventral de la retina que se conoce como fisura éptica (Morcillo et al., 2006, Francisco-Morcillo et
al., 2014). Posteriormente (entre E11 y E14), los margenes de la fisura se fusionan entre si,
completando la copa 6ptica, pero dejando una apertura central, la cabeza del nervio 6ptico, por
donde los axones de las células ganglionares proyectaran hacia sus destinos finales (Fig.1.5
A). (Chow and Lang, 2001, Richardson et al., 2014). EMAP eMouse Atlas Project

(http://www.emouseatlas.org).

La copa optica resultante es una estructura formada por dos capas de células. La capa mas
externa se diferenciara en las células del epitelio pigmentario, mientras que la capa interna

(neuroepitelio) dara lugar a la retina neural (Chow and Lang, 2001, Reese, 2011).

Las células neuroepiteliales de la retina interna son poblaciones de células multipotentes que
dan origen a todos los tipos neuronales de la retina, asi como a la glia de Miller (Cepko et al.,
1996, Cepko, 2014)

VESICULA OPTICA — COPA OPTICA A
- Epitelio pigmentario (E.P.)

Neuroepitelio

Células ganglionares .
Cristalino

Células precursoras
s de astrocitos

Neuroepitelio

~ Salida del
nervio dptico

Neuroepitelio
Vasos Tallo éptico H Salida del

hialinos P. nervio optico

FIGURA 1.5-DESARROLLO DE LA COPA OPTICA.

A- La invaginacién asimétrica de la vesicula optica da origen a dos capas de células y una fisura 6ptica en posicion
ventral. La copa O6ptica es una estructura bilaminada; con epitelio pigmentario y neuroepitelio. Las células
ganglionares, las primeras en diferenciarse, se sitian en posicién basal. Sus axones formaran el nervio 6ptico. Las
células precursoras de los astrocitos se situan en el tallo 6ptico e invadiran la retina desplazandose sobre los axones
de las ganglionares. B- Seccion del ojo de raton a E12,5, tefiida con DAPI (azul) para ver los nucleos celulares y Tuj-
1 (rojo) para ver las células ganglionares y sus proyecciones axonales. E.P.- Epitelio pigmentario; RGC-Células
ganglionares, Modificado a partir de (Tao and Zhang, 2014).
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Durante las primeras etapas del desarrollo, se dividen simétricamente, incrementando la
cantidad de progenitores neurales en la recién formada copa optica. Durante esta etapa de
proliferacion, los nucleos de los progenitores neurales cambian su localizacion segun la fase
del ciclo celular en la que estén, concluyendo la mitosis en la superficie externa de la retina
(también llamada ventricular o apical) (Fig.1.6 A). Tras esta fase expansiva, comienzan a
dividirse asimétricamente, dando lugar a una célula proliferativa y a una célula hija que sale del
ciclo celular. La célula hija pasa a una fase de quiescencia o GO y comienza el proceso de
diferenciacion, migrando desde la cara externa hasta su posicién definitiva. Para ello, extiende
una prolongacion hacia la cara interna (también llamada vitreal o basal) de la retina y, a
continuacion, migra el ndcleo a través de esta prolongacion a su posicion final (McLoon and
Barnes, 1989, Reese, 2011) (Fig. 1.6 A).

Retina externa All =5 Conos B
e Bastones

Lard M { H <>
7\ ' Nicleo - ' f,‘, p -
G1) (c])) | | difereciado RGCs : . % Glia de Muller
Y ||€

G |

e _ _____ &
N Tiempo——
T
Tiempo —>
E10 E16 PO P3 P6 P14

Retina interna Nacimiento Apertura de los ojos

FIGURA 1.6 DIFERENCIACION DE LAS CELULAS DE LA RETINA.

A- Migracioén del nucleo celular entre las superficies apical y basal del neuroepitelio en funcion del estadio del ciclo
celular. Se muestra en cian el nicleo de células proliferativas y en azul el nucleo de células postmitéticas. La flecha
indica el transcurso del tiempo. M-Mitosis. Reproducido de (Starr, 2009) B- Orden de aparicion de los distintos tipos
celulares en el desarrollo de la retina de raton. E-Dia embrionario, PO-dia de nacimiento, P-Dia postnatal, P14-Dia de
apertura de los ojos. Horizontales-Células horizontales; RGCs-Células ganglionares, Amacrinas-Células amacrinas,
Bipolares- Células bipolares. Modificado de (Zhang et al., 2011).

La diferenciacion de las células de la retina se produce en un orden temporal especifico,
(Sidman, 1963, Young, 1985, Cepko et al., 1996, Marquardt and Gruss, 2002) que, en todas las
especies de vertebrados estudiados, comienza por las células ganglionares (RGCs, del inglés
Retinal Ganglion Cells) (Fig.1.6 B).

En torno a E13,5-E14 aparece un segundo grupo de células progenitoras neurales,
procedentes de células neuroepiteliales de la cabeza nervio 6ptico, que daran lugar a los
astrocitos de la retina (Fig 1.5 A) (Raff et al., 1984, Miller et al., 1989). Estas células acceden a
la retina desplazandose sobre los axones de las células ganglionares (Watanabe and Raff,

1988), que secretan diversos factores que controlan tanto su proliferacion como su migracién al
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interior de la retina (Fruttiger et al., 1996, Burne and Raff, 1997, Wallace and Raff, 1999,
Dakubo et al., 2003).

Durante el desarrollo embrionario, la microglia penetra en el sistema nervioso en estadios muy
tempranos (E9,5), previa o simultaneamente al proceso de neurogénesis (Bessis et al., 2007).
La microglia se encuentra presente en la retina murina desde, al menos, E11,5, y proviene de
la infiltracién de precursores del sistema inmune desde el saco embrionario al sistema nervioso
(Santos et al., 2008, Francisco-Morcillo et al., 2014). Inicialmente, cuando aun es inmadura, se
presenta en su forma ameboide, y segun madura, se ramifica, adquiriendo nuevas
funcionalidades (Nayak et al., 2014). Su densidad decrece hasta practicamente desaparecer en
el neonato, aunque vuelve a incrementarse en estadios postnatales (Santos et al., 2008,

Bejarano-Escobar et al., 2011, Francisco-Morcillo et al., 2014).

Diferenciacion de las RGCs y emision del nervio optico.

Las primeras células ganglionares comienzan a diferenciarse cuando el cierre del tallo éptico
esta casi completo, en torno a E10 (Fig.1.6 B), en la region dorso-temporal de la retina, y su
diferenciacion suele ir acompanada de una fase de muerte celular programada, descrita en
nuestro laboratorio (Valenciano et al., 2009, Chavarria et al., 2013). La diferenciaciéon de este
tipo celular y la correcta emision de sus axones estd regulada, entre otros mecanismos, por la
expresion de diversos factores de transcripcion, como Islet 1, Islet 2, y Bn3a, (Erskine and
Herrera, 2007, Ohsawa and Kageyama, 2008, Pan et al., 2008, Badea et al., 2009, Cepko,
2014). Inmediatamente tras su generacion, las RGCs comienzan a migrar hacia la cara interna
de la retina. La prolongacién radial que emiten durante este proceso, da origen a su axén, que
comenzara a dirigirse hacia la salida del nervio 6ptico incluso antes de que termine la migracion
nuclear. (McLoon and Barnes, 1989, Reese, 2011)(Fig. 1.6 B).Durante el proceso de emision,
la célula reorganiza de manera auténoma diversas estructuras de su citoesqueleto, lo que
permite polarizar el crecimiento del axén y extenderlo. Asi mismo, la célula respondera a
sefales extrinsecas de guia axonal, que le permitiran dirigir los axones ordenada y
especificamente hacia la cabeza del nervio 6ptico y mas alla del ojo, hacia los nucleos visuales
primarios (Oster et al., 2004, Reese, 2011).

Una vez que los axones de las células ganglionares han definido su polaridad y comienzan su
navegacion hacia la cabeza del nervio 6ptico, se adhieren a los axones de células ganglionares
generadas anteriormente, formando haces o fasciculos que se compactan unos con otros,
hasta formar fibras nerviosas. Este proceso de fasciculacién es una forma eficaz de que un
numero elevado de axones sigan de manera conjunta una via coherente hacia sus dianas
cerebrales, si bien depende en ultimo término de la ruta trazada por los axones pioneros al

contactar con sus dianas (Reese, 2011).
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Las primeras células ganglionares en emitir el axén se situan en la region central de la retina, a
corta distancia del nacimiento de la cabeza del nervio éptico. Las células ganglionares que se
desarrollan mas adelante estan en regiones mas periféricas de la retina, por lo que sus axones
deben de recorrer distancias cada vez mas largas para encontrar la cabeza del nervio 6ptico, e
interaccionar con los axones que ya han emitido las otras células ganglionares generadas con

anterioridad (Reese, 2011).

Como estos primeros axones logran establecer la conexion con los nucleos visuales es un
tema aun en debate, si bien durante las ultimas dos décadas, se han encontrado multitud de
factores implicados en el proceso de guia de los axones hasta sus dianas primarias (Oster et
al., 2004, Reese, 2011). En la retina, destaca la acciéon combinada de diferentes proteinas de
adhesion celular independientes de calcio de la superfamilia de las inmunoglobulinas (IgCAMs)
(Oster et al., 2004).

Las IgCAMs son moléculas que se expresan en la superficie de los axones e interaccionan
entre si, mediando la adhesiéon de unos axones con otros (Reese, 2011). Tienen, en este
sentido, una doble funcién: detectan el camino marcado por axones previos y actuan como

moléculas de sefalizacién para los axones que lleguen a continuacion.

Dentro de esta familia, cobran especial importancia en el desarrollo de la retina las proteinas de
la subfamilia de L1: L1CAM, NRCAM (BRAVO) y NCAM, entre otras (Maness and Schachner,
2007). Esta familia de proteinas se encuentra presente en toda la trayectoria del nervio 6ptico,
y estan implicadas en la proliferacion celular, y en la determinacién del crecimiento, direccién y
mielinizacion de los axones. También intervienen en el proceso de guia de los axones de las
RGCs hasta sus dianas celulares, estando presentes desde su origen en la retina, en la
decusacion a nivel del quiasma 6ptico y en su conexion con el geniculado lateral, donde dirigen

la formacion de sinapsis (Sakurai, 2012).

Las alteraciones en estas proteinas suelen producir errores en el proceso de guia de axones,
desorientacion de las dendritas y posicionamiento anormal de las neuronas, y se asocian con
alteraciones neurales, entre las que destacan malformaciones oculares, problemas de
reconocimiento espacial, de conducta exploratoria, y elevada agresividad (Maness and
Schachner, 2007).
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Funciones de las células no neuronales en el desarrollo de la retina.

La microglia, la poblaciéon de células del sistema inmune en el SNC, juega un papel
indispensable para el correcto desarrollo del sistema nervioso. Segun el momento del
desarrollo, se asocia a los procesos de muerte celular (Santos et al., 2008, Francisco-Morcillo
et al., 2014), fagocitando las células apoptéticas sin activar la respuesta inflamatoria. (Nayak et
al., 2014). Desempena sin embargo un papel dual, pues también puede inducir la apoptosis de
diversos tipos neurales (Frade and Barde, 1998, Wakselman et al., 2008, Marin-Teva et al.,
2011).

La microglia secreta una serie de factores que han sido implicados en todas las fases de la
neurogénesis (Bessis et al., 2007, Squarzoni et al., 2014); entre otros, la secrecion de IGF-| y
neurotrofina-3 al entorno extracelular, contribuye a la supervivencia y proliferacion celular y a la
diferenciacion neuronal (Nayak et al., 2014). Las células microgliales son ademas agentes
activos del proceso de sinaptogénesis, regulando el establecimiento de las conexiones
sinapticas en funcion de su actividad mediante el proceso de “poda sinaptica” (Ji et al., 2013,
Nayak et al., 2014). La microglia esta también implicada en la formacién del nervio 6ptico y su
fasciculacion (Rodriguez-Gallardo et al., 2005), asi como en la formaciéon de los vasos

sanguineos en la retina (Checchin et al., 2006).

Si bien inicialmente se pensaba que la funcion principal de los astrocitos era la de sostén y
soporte tréfico de las neuronas, a dia de hoy se sabe que también participan activamente en el
desarrollo y la funcion del sistema nervioso (Tao and Zhang, 2014), con una amplio rango de
funciones que varian desde el establecimiento de la barrera hematorretiniana en la cara interna
de la retina y el mantenimiento de la homeostasis i6énica en el espacio intercelular, al
mantenimiento del tono vascular, la plasticidad sinaptica y la comunicacién neuronal (Volterra
and Meldolesi, 2005, Clarke and Barres, 2013, Bernardinelli et al., 2014). En etapas tempranas
del desarrollo embrionario, los astrocitos participan en el proceso de angiogénesis de la retina
(Gariano, 2003), por medio de la secrecion de VEGF y formando la matriz extracelular que las

células endoteliales usaran de guia durante su migracién. (Pekny and Pekna, 2014).
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4 - MUERTE CELULAR PROGRAMADA Y NEUROGENESIS.

Para conseguir la sofisticada conectividad y arquitectura celular del sistema nervioso central
hace falta que durante el desarrollo se produzca un proceso de muerte celular programada,
finamente coordinado con los procesos de proliferacion celular, salida del ciclo celular y

diferenciacion (Yeo and Gautier, 2004, Joseph and Hermanson, 2010).

La muerte celular programada (MCP) es el proceso mediante el cual la célula activa su propio
suicidio, manteniendo intacta su membrana celular y evitando asi dispersar restos toxicos en el
entorno. Es un proceso activo y genéticamente controlado, caracterizado por la fragmentacion
del DNA celular, picnosis, degradacién de los componentes intracelulares, y fagocitosis por
células vecinas o por macrofagos profesionales (Voyvodic et al., 1995, Thomaidou et al., 1997,
Lewin, 2004, Yeo and Gautier, 2004, Buss et al., 2006).

La MCP se activa durante el desarrollo en la mayor parte del sistema nervioso central y
periférico, y afecta a todos los tipos principales de células nerviosas, incluyendo motoneuronas,
neuronas sensoriales, interneuronas, astrocitos y oligodendrocitos, asi como a células gliales
(Finlay and Slattery, 1983, Blaschke et al., 1996, Clarke et al., 1998, Cellerino et al., 2000,
Kuan et al., 2000, Yuan and Yankner, 2000, Kaufmann and Hengartner, 2001, Taylor et al.,
2003, Yeo and Gautier, 2004, Boya and de la Rosa, 2005, Buss et al.,, 2006, Lee and
McKinnon, 2009, Southwell et al., 2012).

Muerte celular programada en el desarrollo del SNC.

La muerte celular programada juega un papel critico en el establecimiento de las conexiones
sinapticas: en la mayoria de especies de vertebrados, en torno a un 40% de las neuronas
maduras son eliminadas por muerte celular programada durante el proceso de conexiéon con
sus células diana en las etapas tardias del desarrollo embrionario, o incluso peri y
postnatalmente (Miller, 1995, Valenciano et al., 2009). La teoria neurotréfica surgié como una
explicacion de esta apoptosis neuronal masiva. Establece que las neuronas, durante su
desarrollo, compiten por cantidades limitantes de factores de supervivencia emitidos por otras

neuronas aferentes, por células gliales, o por sus células diana (Gould and Oppenheim, 2001,
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Oppenheim et al., 2001, Buss et al.,, 2006), de forma que aquellas que no los consiguen,
degeneran, eliminandose por apoptosis. De esta manera, se optimiza la conectividad entre las

neuronas y sus dianas (Dekkers et al., 2013).

Entre los factores difusibles que regulan la supervivencia o muerte de las neuronas durante su
proceso de diferenciacion, destacan el NGF (Levi-Montalcini, 1987, Frade and Barde, 1998,
Nikoletopoulou et al., 2010), el BDNF (Frade et al., 1997), y los factores IGF-I e Insulina/
proinsulina (De Pablo et al., 1996, Diaz et al., 1999, Diaz et al., 2000, Camarero et al., 2003,
Varela-Nieto et al., 2003, Yeo and Gautier, 2004, Rodriguez-de la Rosa et al., 2007).

Sin embargo, la muerte neurotréfica no es ni la Unica ni la primera fase de MCP que afecta a
las poblaciones neuronales: una oleada apoptética previa afecta especificamente a los
precursores neurales y a las neuronas postmitéticas inmaduras durante el desarrollo
embrionario (Blaschke et al., 1996, de la Rosa and de Pablo, 2000, Yeo and Gautier, 2004,
Valenciano et al.,, 2009, Chavarria et al., 2013). Como hemos demostrado en nuestro
laboratorio, la envergadura de este proceso de muerte neural temprana es igual o superior a la
de muerte neurotrdfica (Valenciano et al., 2009); y se corrobora con modelos matematicos, que
predicen que la correcta generacion del sistema nervioso requiere de la muerte del 50% o mas

de los progenitores neurales (McConnell et al., 2009).

La importancia de este proceso de muerte neural temprana se manifiesta en los modelos
mutantes carentes de alguna de las proteinas clave del proceso apoptético. Se ha comprobado
que la desregulacién del proceso de muerte celular programada conduce a numerosas
patologias (Yuan and Yankner, 2000, Kaufmann and Hengartner, 2001, Mayordomo et al.,
2003), que resultan especialmente evidentes en etapas tempranas del desarrollo embrionario y
afectan de manera especifica al sistema nervioso. (Tabla 1). En ratones nulos para genes
implicados en la apoptosis se observan defectos en los procesos de proliferaciéon y
diferenciacion neural temprana (Yeo and Gautier, 2004, Boya and de la Rosa, 2005,
Valenciano et al.,, 2009) y se refleja en numerosas malformaciones neurales, incluyendo
hiperplasia cerebral, exencefalia, defectos en el tubo neural y en la retina que, en muchos
casos, conducen a letalidad embrionaria o perinatal del ratéon (de la Rosa and de Pablo, 2000,
Boya and de la Rosa, 2005). Estos estudios demuestran que la muerte neural temprana es un
proceso fisioloégico estrictamente necesario para la formacion del sistema nervioso y la

supervivencia del individuo.
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TABLA 1.1. IMPACTO EN EL SISTEMA NERVIOSO CENTRAL DE LA ELIMINACION DE GENES IMPLICADOS EN
LA EJECUCION Y MODULACION DE LA MUERTE CELULAR PROGRAMADA.

Modificado a partir de (Boya and de la Rosa, 2005, Frappart and McKinnon, 2008).
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oido interno y retina.

Una de las regiones del sistema nervioso central donde mejor se han caracterizado las oleadas
de muerte celular durante el desarrollo es la retina de vertebrados (Voyvodic et al., 1995,
Mayordomo et al., 2003, Varela-Nieto et al., 2003, Valenciano et al., 2006, Valenciano et al.,
2009, Chavarria et al., 2013).

La muerte celular programada es también determinante de la estructura y la conectividad del
sistema 6ptico (Cellerino et al., 2000, de la Rosa and de Pablo, 2000, Buss et al., 2006) al ser
necesaria durante la neurogénesis de los distintos tipos celulares de la retina (Valenciano et al.,
2009, Reese, 2011, Francisco-Morcillo et al., 2014). La muerte celular programada en la retina
se puede dividir en tres fases distintas (Fig. 1.7): la muerte morfogenética, que elimina
principalmente células neuroepiteliales; la muerte neural temprana, que afecta a neuroblastos

recién salidos del ciclo celular y neuronas inmaduras, y la muerte neurotréfica, comentada
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anteriormente (de la Rosa and de Pablo, 2000, Baleriola, 2008, Valenciano et al., 2009,

Baleriola et al., 2010, Francisco-Morcillo et al., 2014).

La muerte morfogenética se presenta durante el desarrollo temprano de la retina (E10-E15),
en la regién ventral de la misma, y se asocia al proceso de fusion de los bordes de la fisura
Optica (Valenciano et al., 2009). La muerte neural temprana es una fase que se presenta
fundamentalmente en la region dorso-central de la retina en desarrollo y coincide con el inicio
de la neurogénesis (de la Rosa and de Pablo, 2000, Masland, 2001, Marquardt and Gruss,
2002). entre E12,5 y E17,5. Afecta a algunos precursores neuroepiteliales, aun proliferativos, y
a neuroblastos recién salidos del ciclo celular, coincidiendo con el inicio del proceso de
diferenciacion de las células ganglionares (de la Rosa and de Pablo, 2000, Erskine and
Herrera, 2007, Valenciano et al., 2009, Chavarria et al., 2013, Francisco-Morcillo et al., 2014)
(Fig. 1.7). La muerte neurotrofica afecta a gran parte de las neuronas diferenciadas de la
retina durante el contacto con sus dianas primarias (E18,5-P2) (Fig.1.7). (Buss et al., 2006,
Valenciano et al., 2009).
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FIGURA 1.7 — MUERTE CELULAR PROGRAMADA EN EL DESARROLLO DEL SISTEMA NERVIOSO. FASES DE
MUERTE CELULAR EN EL DESARROLLO DE LA RETINA.

Se especifican las funciones propuestas para cada fase de muerte celular. Modificado de (de la Rosa and de
Pablo, 2000) y (Buss et al., 2006).
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Muerte neural temprana y roturas del DNA.

La funcioén de la fase de muerte celular que afecta a los neuroblastos recién salidos del ciclo
celular y neuronas postmitéticas no esta clara. Se ha intentado explicar su origen aplicando la
teoria neurotrdéfica, postulando que se deba a la competicion por diversos factores secretados
por células diana (Buss et al., 2006). Si bien esta teoria tiene gran niumero de seguidores, no
explica toda la apoptosis observada durante el desarrollo (Buss et al., 2006, Dekkers and
Barde, 2013).

Parte de la apoptosis observada durante el desarrollo es independiente de factores externos, y
depende fundamentalmente del momento de generacion de la neurona (Galli-Resta and Ensini,
1996, Southwell et al., 2012). Este hecho se demostré a partir de dos grandes estudios: en
experimentos con interneuronas corticales, Southwell observd que el 35-40% los neuroblastos
recién diferenciados morian sistematicamente dos semanas después de su generacion por
muerte celular programada, tanto in vivo, como in vitro. El momento de la muerte se mantenia
incluso después de ser transplantadas a un embrion de diferente edad, donde, si dependiera
de factores externos, las células implantadas deberian morir a la vez que las del organismo
hospedador. Sin embargo, las células morian en funcion del momento en el que hubieran sido
generadas, en porcentajes similares en los tres casos (in vivo, in vitro y tras el transplante
heterocronico). Ademas, se comprobd que este proceso de muerte celular programada era
independiente de neurotrofinas (Southwell et al., 2012). Estos resultados coinciden con un
estudio previo realizado por Galli-Resta sobre el sistema O6ptico: las células ganglionares
también parecen seguir un reloj celular que conduce a la muerte celular programada de gran
parte de ellas 5 dias después de su generacion, independiente de la edad en la que se
generen, observandose resultados similares con células procedentes de embriones de E13 a
E21 (Galli-Resta and Ensini, 1996). En conjunto, ambos estudios demuestran que hay un
grupo de neuronas en los que la muerte celular programada se produce como consecuencia de
procesos intrinsecos de la propia célula, aunque se desconoce qué alteracion interna activa la

muerte celular.

La funcién mas conocida de la muerte celular programada fuera del sistema nervioso consiste
en actuar como mecanismo de defensa, eliminando las células dafiadas o anormales que
pudieran comprometer la supervivencia de sus vecinas o incluso del organismo completo (Buss
et al.,, 2006). Se ha propuesto que la muerte celular podria actuar también como un
mecanismo de eliminacién de células defectuosas en el sistema nervioso (Cellerino et al.,
2000, Buss et al., 2006), como aquellas con inestabilidad gendémica (Clarke et al., 1998,
Cellerino et al., 2000, de la Rosa and de Pablo, 2000, Oppenheim et al., 2001, Rehen et al.,
2001, Yang et al., 2003).
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TABLA 1.2 — IMPACTO EN EL SISTEMA NERVIOSO E IMMUNE DE LA ELIMINACION DE PROTEINAS IMPLICADAS EN LA REPARACION DE DDSBS.

Se resume el fenotipo encontrado en diferentes mutantes murinos nulos y en mutantes espontaneos humanos de proteinas implicadas, principalmente, en la reparacion de roturas que afectan a la
doble cadena del DNA. Modificado a partir de (Abner and McKinnon, 2004, Boya and de la Rosa, 2005, Woodbine et al., 2014). Cuando se ha utlizado alguna referencia externa a estas, se indica en el
texto. E-Dia de desarrollo embrionario; SNC-Sistema nervioso central; SNP-Sistema nervioso periférico; Ig-Inmunoglobulina.

GEN MUTADO

(Y FUNCION)

FENOTIPO NEURAL
EN RATON

FENOTIPO EN HUMANOS

Sistema inmune y
estabilidad del genoma

Sistema Nervioso

LIG IV
(Sellado de roturas de DNA)

XLF/Cernunnos
(Sellado de roturas de DNA)

XRCC4
(Sellado de roturas de DNA)

Pol B
(Restauracion de nucleotidos
perdidos)

DNA-PK
(Nucleasa. Procesamiento de
extremos.Interaccion con ciclo celular)

Artemis
(Nucleasa. Procesamiento de
extremos)

MRE11/NBS1-1/RAD50
(Sensores de dafio a DNA)
ATM

(Sensor de dafio al DNA. Interaccion
con ciclo celular).

KU 70/80

(Reconocimiento de lesiones al DNA.).

Letal en E14-E16 (segun autor). Incremento de apoptosis en
neuronas postmitéticas inmaduras. Acelularidad en SNC y
SNP.

Viable. Elevada inestabilidad gendmica esponténea, gran
numero de traslocaciones (Zha et al., 2007)

Letal en E14,5. Incremento de apoptosis en neuronas
postmitéticas inmaduras. Acelularidad en SNC y SNP.

Letalidad neonatal. Incremento de apoptosis en neuronas
postmitéticas inmaduras. Apoptosis en SNC

y SNP. Inestabilidad gendémica.

Viable. Incremento de apoptosis en neuronas postmitoticas
inmaduras de la retina (Baleriola et al., 2010). Si se combina
con ausencia de Pol B, letal en E11,5, desarrollo embrionario
ralentizado y apoptosis neuronal masiva.

Viable. Hipersensibilidad a radiacion.
Inestabilidad gendmica, incluyendo fusiones teloméricas
(Rooney et al., 2003).

Letales a E6. Gran inestabilidad genémica.(Zhu et al., 2001,
Buis et al., 2008).

Viable. Retraso del desarrollo. Disfuncion neurolégica. Pérdida

selectiva de una subpoblaciéon de neuronas dopaminérgicas
(Eilam et al., 1998). Hipersensibilidad a radiacion (Barlow et
al., 1996).

Viable. Incremento de apoptosis en neuronas potsmitéticas
inmaduras, especialmente en la retina (Gu et al., 2000,
Karanjawala et al., 2003).

Inmunodeficiencia, (Células T y B
residuales) Pancitopenia, Linfomas,
leucemia.

Inmunodeficiencia (Células Ty B
residuales). Neutropenia. Anemia
macrocitica. Autoinmunidad.

Inestabilidad gendmica. Hipersensibilidad
a la radiacion. Predisposicién a cancer
(Rosin et al., 2015).

Inestabilidad genémica (Sobol, 2012)

Inmunodeficiencia. Ausencia de células T
y B.(Fulop and Phillips, 1990, Shultz et al.,
1995).

Inmunodeficiencia progresiva, llegando a
ausencia de células T y B. Infecciones
recurrentes. Autoinmunidad. Leucemia.
Carcinomas no linfoides.

Predisposicién a linfomas.

Disminucién o ausencia de IgE, IgA e
1gG2. Inestabilidad gendmica.
Predisposicién a linfomas.

(Solo se conocen mutantes hipomorfos).
Microcefalia (no progresiva tras el nacimiento).
Retraso del desarrollo.

Polimicrogiria.

En mutantes hipomorfos: Microcefalia. (no
progresiva tras el nacimiento).Retraso del
desarrollo. Traslocaciones cromosémicas.

Microcefalia. Retraso en el desarrollo. (Rosin et
al., 2015).

Actividad reducida en pacientes con la
enfermedad de Alzheimer (Weissman et al.,
2007).

Microcefalia. Retraso del desarrollo.
Degeneracion neural progresiva.

Reduccién de los telémeros.(van der Burg et
al., 2009, Woodbine et al., 2013)

No se conoce.

Sindrome de roturas de Nijmegan (NBS).
Microcefalia. Ataxia.

Ataxia, neurodegeneracion progresiva. Perdida
de telémeros,

No hay descritos mutantes humanos en ninguna de las subunidades de Ku. Se sospecha
que causa letalidad embrionaria por inestabilidad telomérica (Wang et al., 2009).




INTRODUCCION

A este respecto, diversos estudios sugieren una asociacion entre la muerte neural temprana y
las vias de reparacion del DNA (Gao et al., 1998, Chun and Schatz, 1999, Gilmore et al., 2000,
Lee and McKinnon, 2000, Orii et al., 2006, Katyal and McKinnon, 2007, Lee and McKinnon,
2007, El Waly et al., 2014). Esta interrelacion se deduce de las observaciones de animales con
deficiencias en genes de reparacion de roturas de DNA de doble hebra: la mayoria presentan
un incremento dramatico de la MCP en tejidos neurales, lo que implica que las proteinas de
reparacion del DNA son necesarias para la viabilidad de las neuronas (Gao et al., 1998, Boya
and de la Rosa, 2005, McKinnon and Caldecott, 2007, Barzilai et al., 2008).

Durante el desarrollo del sistema nervioso, cobra especial importancia la reparacion de roturas
que afectan a progenitores neurales y a neuronas recién diferenciadas, (ver (Barzilai and
McKinnon, 2013) y los articulos que menciona), como se evidencia por la temprana edad de
letalidad de los ratones mutantes en las vias de reparacion del DNA en especial por NHEJ.
Ademas, en mutantes de esta via (tanto murinos como humanos) es frecuente encontrar
inestabilidad gendmica, y afectacion de neuronas postmitéticas inmaduras (Abner and
McKinnon, 2004, Boya and de la Rosa, 2005, Frappart and McKinnon, 2008, McKinnon, 2009)
(Tabla 1.2). Estos mutantes también suelen compartir alteraciones de los tejidos linfoides; sin
embargo, el resto de 6rganos y tejidos no se encuentran tan afectados. Todo parece indicar
que el sistema nervioso, al igual que el inmune, es mas propenso que otros a acumular roturas
en el DNA durante su desarrollo (McKinnon, 2009, Barlow et al., 2013), y que defectos en su
reparacién podrian subyacer al proceso de muerte neural temprana (Gao et al., 1998, Chun and
Schatz, 1999, Gilmore et al., 2000, Boya and de la Rosa, 2005, Baleriola, 2008, McKinnon,
2009, Baleriola et al., 2010, Jeppesen et al., 2011).

Una evidencia directa de la asociacion de generacion de roturas del DNA con la diferenciacion
neural procede de los experimentos de Gatz con mutantes hipomorfos de NHEJ (Gatz et al.,
2011). Se demostrd que la generacion de roturas del DNA se produce en regiones proliferativas
del SNC, pero no siempre detiene el ciclo celular ni da lugar a la apoptosis inmediata de la
célula. La existencia de un mecanismo especifico de la neurogénesis para tolerar las roturas de
DNA sugiere que estas deben ser bastante frecuentes durante la generacion de las neuronas y

que la reparacion de las mismas por NHEJ esta implicada en su supervivencia.

En la retina de ratén, las roturas de DNA son especialmente frecuentes, como se aprecia por la
aparicion de gran numero de focos de reparacion (yH2AX positivos) durante la fase de muerte
neural temprana, E14,5 (Fig. 1.8). Sin embargo, durante la fase de muerte neurotréfica, P2,
aunque el numero de células afectadas por procesos apoptoticos es similar a la observada
durante la fase anterior, hay una menor cantidad células con focos de reparacion (Fig.1.8)
(Baleriola, 2008, Valenciano et al., 2009, Chavarria et al., 2013).
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FIGURA 1.8 - RELACION ENTRE MUERTE CELULAR Y ROTURAS DEL DNA EN EL DESARROLLO DE LA RETINA
MURINA.

Se representa en rojo la densidad de células apoptoéticas (detectadas por la técnica TUNEL) y en negro, el niumero
de focos de reparacion de roturas de DNA (reconocidos por marcaje de yH2AX) a lo largo del desarrollo
embrionario de la retina de ratén. E-dia embrionario. Modificado de (Baleriola et al., 2010)

Estos datos indican que, de manera fisiolégica, se producen roturas en el DNA durante una fase
concreta del desarrollo embrionario de la retina. Sin embargo, aun se desconoce el origen de
estas roturas, es decir, si se producen de manera selectiva o no, si tienen alguna funcion en el
desarrollo del sistema éptico y si podrian estar relacionadas con mecanismos eliminacion de
errores (Gilmore et al., 2000, Yeo and Gautier, 2004, Buss et al., 2006).

Resultados previos de nuestro grupo demostraron la presencia de proteinas de la via de NHEJ
en la retina (Baleriola, 2008, Baleriola et al., 2010) asi como la importancia de la DNA-PKcs en
la supervivencia de neuronas ganglionares recién diferenciadas (Baleriola et al., 2010),
apoyando un posible papel de la via de NHEJ en la neurogénesis temprana de la retina. Dada
la gran flexibilidad de la via NHEJ, su baja fidelidad y su participacion en la generacion de
diversidad del sistema inmune, diversos autores se han centrado en analizar su importancia
durante la neurogénesis y su relacion con las fuentes de recombinacion somatica (Chun and
Schatz, 1999, Rehen et al.,, 2001, Orii et al., 2006, Baleriola, 2008, Baleriola et al., 2010),

proyecto en el que también se enmarca esta Tesis Doctoral.
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2. OBJETIVOS.

El objetivo global de este proyecto de Tesis Doctoral es avanzar en la comprensién de cémo
intervienen los mecanismos de generacion y reparacion de roturas de doble hebra del DNA en
el desarrollo del sistema nervioso, empleando la retina murina como modelo. Mas
concretamente, estudiamos cémo estos mecanismos afectan a los procesos de muerte celular
temprana, a la neurogénesis y a la diferenciacion de las neuronas en las etapas tempranas del

desarrollo de la retina.
Para ello, este objetivo general se desgloso en los siguientes objetivos especificos:

1. Caracterizar la funcién in vivo e in vitro de la quinasa DNA-PKcs en el desarrollo

temprano de la retina.

2. Caracterizar la funcién in vivo e in vitro de la DNA polimerasa p en el desarrollo

temprano de la retina de ratén, y valorar sus implicaciones en la retina adulta.

3. Estudiar in vivo e in vitro la funcion de la endonucleasa RAG-2 en el desarrollo

temprano de la retina murina.
4. Caracterizar la presencia del retrotransposén LINE-1 en el DNA de las células de la

retina murina en comparacion con otros tejidos y su posible modulacién por la via
NHEJ.
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3. MATERIALES
Y METODOS.

1-ANIMALES DE EXPERIMENTACION.

Este trabajo se ha llevado a cabo en la retina embrionaria murina, fundamentalmente en
embriones de 13,5 dias de gestacion (E13,5), aunque ocasionalmente se estudiaron también
otras edades (E14,5, E18,5), neonatos (P2) y adultos (P90).

Para la estimacion de la edad de los embriones (E), se considerd la mafiana de la aparicion del
tapén vaginal como 0,5 dias de desarrollo embrionario (E0,5). Una vez verificada la gestacion
por palpacion, se comprobd el estadio real de desarrollo de los embriones bajo la lupa de
aumento, conforme a los criterios establecidos por Theiler (1989) para el desarrollo embrionario
murino. Para la estimacién de edades postnatales (P), se tom6é como tiempo cero el dia del

nacimiento (P0).

Todos los animales se utilizaron conforme a la normativa en vigor para el manejo animal de la
Unioén Europea, minimizando el niumero de animales necesarios por experimento. Los ratones
se mantuvieron en el animalario del Centro de Investigaciones Biologicas (CIB) sometidos a
ciclos de 12 horas de luz y 12 de oscuridad, a temperatura constante de 22 °C, con comida y

bebida ad libitum, evaluandose mensualmente la ausencia de enfermedades en la sala de cria.
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MATERIALES Y METODOS

Cepas y colonias de ratones utilizadas.

En el presente trabajo se analizaron dos modelos mutantes de proteinas de NHEJ: el ratén

SCID, mutante en prkdc, que codifica la kinasa DNA-PKGcs; y el raton pol u”", nulo para la DNA

polimerasa p. También se analizé6 un mutante nulo para una de las subunidades de la

recombinasa RAG-1,2 del sistema inmune, el ratén rag 2" Cada una de las colonias mutantes

se estudidé en un fondo genético diferente. La tabla 3.1 especifica cada uno de estos modelos,

su fondo genético, la mutacién que portan y su procedencia. Todos los experimentos se

realizaron en paralelo con animales silvestres del mismo fondo genético que el mutante

analizado.

CEPA

TABLA 3.1 — ANIMALES DE EXPERIMENTACION.

ORIGEN

PERFIL GENICO

FENOTIPO CONOCIDO

Balb/C Harland, Cepa silvestre de SCID )
(Balb/C JHA) i Reino unido. | (WT-1) i
C57BLI/6 : %?5;23 | Cepa silvestre de pol p'/' )
(C57BI/6J) i = i (WT-2)
. Bspafia. . VT
C57BI/10 : %?\z:,? : Cepa silvestre de rag 2 : }
(C57BI/M10JCrl) | F h i (WT-3) i
4. franca. i
- Una ’mutamon puntual . Elevada radiosensibilidad e
- espontanea en el gen prkdc - . L .
. T . inmunodeficiencia severa: los
- (transversion de T a A a homocigotos carecen de linfocitos T y B
SCIb ‘ - nivel de la_ftirosina 4016) . funciongles resentan linfo eniay e
- Harland, - produce un codon de parada - | . > Pr P
(Balb/C JHAR™® * Reino unido ° prematuro, lo que da lugar a - hiperglobulinemia (Shultz et al., 1995).
prkdc SCID : : i - Incremento en la apoptosis de
) . una version truncada y no . o .
. neuronas recién diferenciadas durante
« funcional de la DNA-PKcs. - . .
. . . el desarrollo de la retina (Baleriola et
_ (Araki et al., 1997) (Blunt et al., 2010)
7777777777 al.,19%¢) " )
. Defectos en el desarrollo
. - hematopoyético. Los  homocigotos
" Centro ) " presentan inmunodepresion y, en
. Nacional de . Contienen una delecion del . menor medida, dafios celulares en
- Biotecnolo- - dominio PolX de la DNA - higado, rifiéon, pulmén y fibroblastos
"gia(CNB),  polimerasa p (Mu) que = embrionarios (Dominguez et al., 2000,
pol p"' . Madrid). . comprende la eliminacién . Bertocci et al.,, 2003, Lucas et al.,
- Cedidos por * completa de los exones 7 a - 2005). La retina embrionaria murina
(C57BI/6J ~los doctores ~ 9 y un truncamiento de los | también se encuentra  afectada
Polm™APnd) . Luis Blanco . exones 6 y 10 del gen. (De - (Baleriola, =~ 2008).  Durante el
* y Antonio “ Lucas, 2005, Eur. J. - envejecimiento, mantienen la capacidad
" Bernaden | Immunol.)(Lucas et al., . regenerativa e igado y sus
B d I L)L | t del higad
- fondo - 2009). - habilidades cognitivas  durante mas
e . . * tiempo que sus controles silvestres
' €57b6.8JL L trol ilvest
. (Lucas et al., 2013, Escudero et al.,
777777777777777777777777 2014)
Producidos Contienen una interrupcion
or Taconic del gen activador de la : Los homocigotos presentan una
rag 2" E)Hudson ’ | recombinacion 2 (Rag2), i incapacidad absoluta para iniciar la
9 NY) ced,idos caracterizada por la delecién | recombinaciéon V(D)J y no son capaces
(C57BI10 or él Dr de 286 de los 521 : de generar linfocitos T ni B maduros.
rag2-/- por € ) aminoacidos de la proteinay i (Shinkai et al., 1992) Su falta afecta al
SnJ ) José Alberto titucia | d o de | . ina (Baleriol
Garcia (CIB su s1us i UCI(Oth' plfr. e t geln 2ggg;ro o de la retina murina (Baleriola,
- ’  pmc1neo. inkai et al, .
Madrid) Cell, 1992).
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Aunque las mutaciones estudiadas son comunes a las utilizadas en trabajos previos del
laboratorio (Baleriola, 2008, Baleriola et al., 2010), en algunos casos las colonias empleadas
fueron derivadas a otro fondo genético. En concreto:

» Se derivo la linea pol u'/'de fondo c57BL6.SJL (portador del haplotipo CD45.2, receptor
de la proteina-tirosin fosfatasa, ptprc) a fondo C57BL/6J (con haplotipo CD45.1+) por
transferencia de embriones en el animalario del Centro de Investigaciones Bioldgicas
(CIB). Todos los experimentos en el presente trabajo estan hechos en ésta nueva
colonia, en la que se comprobd la ausencia de virus y persistencia del fenotipo
apoptotico.

» La linea con la mutacién rag 2" fue generada en el fondo genético C57BL/10 SnJ.
Como careciamos de esta cepa silvestre, realizamos dos abordajes para igualar el
fondo genético de los animales silvestres y mutantes:

o en el primero, obtuvimos cruces de C57BL/10SnJ"®*" por C57BL/10Crl vy
estudiamos el fenotipo en la F2, comparando hermanos de camada silvestres y
mutantes. La mayor parte de los datos del ratén ragZ'/' presentados en el
presente trabajo se generaron por medio de este método.

o El segundo, retrocruzamos animales C57BL/10SnJ™%*"" con C57BL/6J, para
llevar la mutacion a un fondo conocido en el que si dispusiéramos de la estirpe
silvestre. Se comprobé el fenotipo de los ratones tras 5 y 10 generaciones de

retrocruce.

Genotipado de animales.

Para genotipar los ratones del estudio, se realizaron PCRs convencionales a partir de DNA

gendmico extraido de un fragmento de la cola.

La extraccion de DNA se realizé por el método descrito por Miller y Dikes en 1988 (Miller et al.,
1988). Se digirieron las colas durante toda la noche a 55 °C en tampén de digestion (Tris
Clorhidrico 40 mM pH 8,0, SDS 0,5% (p/v) (ambos de ICN biomedical, Santa ana, California,
E.E.U.U.), EDTA (acido etilén diamino tetraacético) 20 mM y cloruro sédico 200 mM (ambos de
Merk, Darmstad, Alemania)) con proteinasa K a 1,4 U/ml (Roche, Mannheim, Alemania). Se
anadi6 cloruro sodico a una concentracion final de 2 M, se dej6 sedimentar el DNA en hielo y
se centrifugaron las muestras a 12000 r.p.m., durante 10 minutos. Se precipitdé el DNA a partir
de 500 pl del sobrenadante con dos volumenes de etanol absoluto (Merk). Tras lavar el pellet
resultante con etanol al 70% (v/v), se dej6é secar y se resuspendié en agua destilada para su
analisis, cuantificando su concentracion con ayuda de un espectrofotdmetro (todos los aparatos

utilizados en este estudio pueden consultarse en la tabla 3.7).
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Para la amplificacion por PCR se partié de 200 a 500 ng de DNA por muestra utilizando el kit
de Taq Polimerasa de Invitrogen (Paisley, Reino Unido), acorde a las instrucciones del
fabricante. Los cebadores, temperaturas y numero de ciclos se detallan en las tablas 3.2 y 3.3
a continuacion. Los productos de PCR se separaron en un gel de agarosa al 2% (p/v)
(Pronadisa, laboratorios Conda, Madrid, Espafia) y se visualizaron por tincién con bromuro de
etidio (100 mM) (Fluka Biochemika, Buchs, Suiza)

TABLA 3.2 - CEBADORES Y AMPLICONES OBTENIDO EN LAS REACCIONES DE GENOTIPAJE.

CEPAS CEBADORES (5’- 3’) AMPLICONES ESPERADOS
rag2” vs Drag - ggagggatttcattggaggt WT- 1585 pb
HT- 1585+1800pb
C57BL/10 ! UintronRag > atgaaaagatattctaagttattgcg
KO- 1800 pb
| Multiplex (Ver Maruyama et al, 2002)
SCID Vs F-> gagaaaaggcggatcatggactcaagaaataaatgtaacg WT- 228pb + 100 pb
BalbC R-> cctaagagtcactttctccatttacacagtggagtgcec HT- 228pb+179pb+100 pb
MF-> tggtatccacaacataaaatacgctaa KO-228pb+179pb
WR-> tggcccctgctaacttttctcttagea
| Genotipaje por dos PCRs independientes: |
' PCR1-Gen de Pol i (amplicén de 1120 pb)
polu"' vs E Mu 2486-> ggc ctg tca cag tgc aat aa E WT - 1120 pb
C57BL/6 : Mu 3150 - ggc tca gct acc tgc aaa aa : HT - 1120 pb+317 pb
i PCR2-Casete de resistencia a neomicina (317pb) i KO- 317 pb
: Neo S1 - gga gag gct att cgg cta tga ¢ :
: Neo AS2-> cgc att gcg cat cag cca tga tgg :

TABLA 3.3 - PROGRAMAS DE PCR USADOS EN LAS REACCIONES DE GENOTIPAJE.

Tiempo y temperatura

Gen a
genotipar N° Desnaturali-  Desnaturali- e " Extension
. e s . Anillamiento Extension .
Ciclos  zacion inicial zacion final
rag2 30 | 94°C,1min = 94°C,30s | 58°C,30s . 72°C,2min | 72°C,10min
_____5r_l;d_c______..___________.___________________.___________________L_____________________._____________________.__________________
38 94 °C, 2 min 94°C,30s 60°C, 30s 72 °C, 1 min 72 °C, 1 min
(DNA-PKcs)
polu | 35 | 95°C,5min = 95°C,1min | 45°C,30s = 72°C,45s | 72°C, 10 min
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2-OBTENCION Y CONSERVACION DE TEJIDOS.

Para la recogida de embriones en los estadios de desarrollo E13,4, E14,5 y E18,5, se procedi6
a la eutanasia de la madre por dislocacién cervical, se extrajeron los embriones por cesarea y
se depositaron en PBS (Tampdn fosfato salino 10 mM, Tabla 3.8) en hielo hasta su
procesamiento. Los embriones se decapitaron y se aislaron, segun el tipo de experimento, solo
las retinas, o bien la cabeza completa, o bien el conjunto de la retina, el higado, el cerebro y el

corazon.

Se realizaron experimentos puntuales con tejidos de animales postnatales de animales de dos
dias (P2) y de tres meses de edad (en torno a P90). En estos casos, los animales se
sacrificaron por dislocacién cervical y decapitacion y se recogieron, segun el experimento, solo
sus retinas, o bien el ojo completo, o bien el conjunto de la retina, el higado, el musculo, el

hipocampo, el cerebro y el corazén.

La extraccion y procesamiento de las retinas fue diferente en funcion del uso posterior como se

especifica a continuacion.

Recogida de tejidos para extraccion de DNA y Western blot.

Las retinas se disecaron en PBS frio con ayuda de unas pinzas, entrando al ojo desde la
cornea, levantando el cristalino y separando la retina del epitelio pigmentario. El tejido

resultante se congeld inmediatamente a -80 °C.

En el caso del cerebro, tras la decapitacion, se abrio la cabeza desde la nuca, se retiré la piel y
las placas craneales, con cuidado de no danar el tejido subyacente y se recogioé todo el
contenido cerebral, procediendo inmediatamente a su congelacion a -80 °C. En el caso de
higado y corazén, se separaron los 6rganos enteros del tejido circundante con ayuda de unas

pinzas de diseccién y se congelaron inmediatamente a -80 °C.
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Los ojos se enuclearon con ayuda de unas pinzas de diseccidon curvas. Para extraer la retina,
se realizé una incisidon en el ora serrata, se levantd la cornea, se extrajo el cristalino y se
eliminaron los restos de epitelio pigmentario adyacentes. La retina asi extraida se lavd en PBS

y se congel6 inmediatamente a -80 °C.

El cerebro se extrajo posteriormente con ayuda de unas pinzas, congelandolo de inmediato.
Para extraer el hipocampo, se mantuvo el cerebro en la cavidad craneal y se realizaron dos
incisiones de un milimetro de profundidad, aproximadamente, una a lo largo del extremo de
cada hemisferio cerebral y otra a lo largo del ventriculo lateral. Tras retirar el cortex cerebral,
se recogio el hipocampo con ayuda de unas pinzas y se congelé a -80 °C hasta su uso. Se
recogieron también el corazén entero y un fragmento del I6bulo medial del higado. Tras extraer

los tejidos, estos se lavaron en PBS y se congelaron inmediatamente a -80 °C.

Montaje de retinas en plano.

Las retinas se disecaron como se describe en el apartado anterior y se extendieron en plano
sobre una membrana de nitrocelulosa negra (Sartorius Stedim Biotech, Gétingen, Alemania).
Para fijarlas a la membrana, se pespuntearon los bordes con ayuda de unas pinzas finas. Las
retinas se fijaron por inmersioén en paraformaldehido de calidad de microscopia electronica al
4% (p/v) en tampon fosfato de Sorensen 0,1M pH 7,4 (tabla 3.8) (en adelante, PFA al 4%)
(TAAB, Berks, Inglaterra), manteniéndose en dicha solucién durante 24 horas a 4 °C.
Transcurrido dicho tiempo, se lavaron las membranas con PBS y se conservaron hasta su uso

en PBS con azida sddica 15 mM (Riedel de Haén, Kennezeichnug, Alemania).

Tras extraer las retinas como se describe en el apartado anterior se lavaron con PBS y se
fijaron 24 horas a 4°C por inmersion en PFA al 4%, se lavaron con PBS y se mantuvieron en
flotacién a lo largo de las tinciones y tratamientos posteriores. Finalizados los tratamientos, en
la periferia de la retina se realizaron cuatro cortes radiales equidistantes con ayuda de unas

tijeras de microdiseccion, se colocé cada retina sobre un portaobjetos y se retiraron los restos
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liquidos circundantes con ayuda de una micropipeta. Con ayuda de un pincel, se extendié cada
retina sobre el cristal, se roded con Fluoromont G (Southern Biotech, Birmingham, EE.UU.) y se
cubrié con un cubreobjetos de cristal (Menzel glaser, Braunschweig, Alemania), con cuidado de
que la retina extendida no se doblara ni enrollase. Se dejé secar la muestra varias horas a

temperatura ambiente y se conservé a 4 °C.

Crioseccion de tejidos.

Las cabezas de los embriones recién decapitadas se fijaron por inmersion en PFA al 4%,
manteniéndose en dicha solucién durante 24 horas a 4 °C. Se lavaron las cabezas con PBS y
se crioprotegieron por inmersion 24+24 horas en gradientes de sacarosa del 15% al 30% (p/v)
(Tabla 3.8) (Sigma, St. Louis, MO., EE.UU.) con azida sddica al 0,1% (p/v). Las cabezas se
incluyeron en Tissue Teck O.C.T. Compound (Sakura Finetek, Tokio, Japoén) vy, tras
congelarlas, se cortaron a -25 °C, en secciones de 10 micras de espesor. Las secciones se
recogieron sobre portaobjetos con carga positiva Superfrost plus (Menzel Glaser), se dejaron

secar a temperatura ambiente y se congelaron a -20 °C hasta su utilizacion.

Tras enuclear los ojos con ayuda de unas pinzas curvas, se realizd una incision en la cornea y
se fijaron en PFA al 4% de 2 a 24 horas a 4 °C. Transcurrido dicho tiempo, se lavaron los ojos
con PBS y se retird el cristalino. Las muestras se crioprotegieron por inmersion 24+24 horas en
gradientes de sacarosa del 15% al 30% (p/v) con azida sddica al 0,1% (p/v). A continuacion, los
ojos se incluyeron en Tissue Teck O.C.T. Compound a temperatura ambiente y se
mantuvieron un minimo de dos horas en agitacion, se congelaron en hielo seco y se cortaron a
-25 °C, en secciones de 10 micras de espesor. Las secciones se recogieron y conservaron

como se describe en el apartado anterior.
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3-'TECNICAS DE ANALISIS GENETICO.

PCR cuantitativa a tiempo real.

Utilizamos este método para estimar los cambios en el nUmero de copias del retrotransposén
LINE-1 en diferentes tejidos de un mismo individuo (higado, corazén, cerebro, hipocampo,
retina). Para ello, comparamos en cada tejido la cantidad de copias de un gen normalizador
altamente repetido en el genoma pero no movil, como es el del RNA ribosémico 18S, frente al
numero de copias del retrotransposén LINE-1 (concretamente, de su marco abierto de lectura
2), altamente repetitivo y capaz de escindirse e insertarse en diferentes posiciones del genoma.

Los cebadores utilizados para cada gen se especifican en la tabla 3.4 (Todos de Sigma).

La PCR cuantitativa permite cuantificar la cantidad de producto de PCR producido durante
cada ciclo de amplificacion a través de la incorporacién de wuna sonda fluorescente. Se

realizaron 40 ciclos de amplificacion por reaccion, con la sonda SYBRGREEN, de Roche.

El material de partida para este tipo de amplificacion fueron 0,1 ng de DNA gendmico extraido
de distintos tejidos por el método de Miller y Dikes, tal como se describe en el apartado de
genotipado. Una vez extrapolada la amplificacién de cada gen a su recta patrén, se relativizd
el numero de copias de LINE-1 en cada tejido al de 18S por el método ACt con gen de
referencia(Schmittgen and Livak, 2008). Dentro de cada individuo se compararon diferentes
tejidos (higado, corazon, retina, hipocampo, cerebro). Para facilitar la interpretacion de los
datos, todos los valores obtenidos se normalizaron al numero relativo de copias de LINE-1 en

el higado silvestre adulto.

TABLA 3.4 - CEBADORES Y AMPLICON OBTENIDO EN LAS REACCIONES DE PCR A TIEMPO REAL.

CEBADOR AMPLICON SECUENCIA
18S 1 i { F>CAGCGTGTGCCTACCC

. R>AGGGTTGTTTTGATTTGC

T F3TATTCAAAGAATTAACCAAACGAGGAG

"R>CCTGGGCTTTTTTTGGTTGG
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4-CULTIVOS CELULARES.

Cultivos primarios de células disociadas de la retina.

Las retinas se extrajeron en HBSS (Hanks Balanced Salt Solution, Gibco, Lifetechnologies,
Thermo Scientific, Wilmington, DE, EE.UU.) frio y a continuacién se eliminaron las uniones
intercelulares por digestion con con tripsina al 0,1 U/ml (Worthington Biochemical Corporation,
Sigma) en HBSS durante 10 minutos a 37 °C. Transcurrido dicho tiempo, las retinas se
disociaron mecanicamente y se centrifugaron 10 minutos a 200g (1200 r.p.m.). Se determiné el
numero y viabilidad de las células contando una alicuota diluida (1:1) en azul de tripano
(Sigma) en una camara Neubauer. Para favorecer el cultivo, se pretrataron las camaras de
cultivo Permanox® de 2 cm? (Nalgene Nunc Internacional, Thermo Scientific, Rochester, NY,
EE.UU.) durante 1 hora con poliornitina 0,15 mM (Sigma) v, tras lavar con PBS, durante otra
hora con laminina 1,176 nM (Invitrogen). Se sembraron en ellas 80.000 células/cm? en medio
DMEM-F12 (Gibco) suplementado con piruvato sédico 1 mM (Sigma), bicarbonato sodico 22
mM (Sigma), glutamina 2 mM (Gibco), penicilina/estreptomicina al 0,5% (v/v) (Gibco) y
suplemento N-2 acorde a la formulacion propuesta por Bottenstein (Bottenstein, 1988)
(putrescina 100 uM, apotransferrina 1,32 mM (Sigma), progesterona 20 mM en etanol (Sigma),
selenito sédico 30 nM (Sigma) e insulina a 27 mU/ml (Sigma)). Una vez distribuidas las células,
se afiadio el factor de crecimiento FGF-2 100 U/ml (Preprotech, EE.UU.), y su estabilizador,
heparina, a 3,65 mU/ml (Serva, Heidelberg, Alemania). Las placas se incubaron 18 o 24
horas, a 37 °C, con un 5% (v/v) de CO2. Transcurrido ese tiempo, los cultivos se fijaron
afadiendo un volumen de paraformaldehido al 8% (p/v) en tampén fosfato de Sérensen 0.1M
pH 7.4 (en adelante, PFA al 8%) durante 20 minutos y se lavaron con PBS, conservandose a 4

°C hasta su uso.

5-DETECCION DE LA MUERTE CELULAR

Técnica TUNEL.

El TUNEL (TdT mediated dUTP Nick-End Labelling) es una técnica fluorométrica de deteccion
de muerte celular programada. Detecta la fragmentacion nuclear caracteristica de las células
apoptéticas mediante la actividad de la enzima TdT, una DNA polimerasa independiente de

molde que incorpora en los extremos 3-OH del DNA fragmentado un nucledtido (dUTP)
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marcado con fluoresceina. Empleamos esta técnica para detectar las células apoptéticas en
células disociadas y retinas montadas en plano. Para ello, utilizamos el kit DeadEndTM
Fluorometric TUNEL System (Promega, Madison, WI, EE.UU.) segun las instrucciones del

fabricante. Las muestras se lavaron con PBS y se montaron con Fluoromont-G.

Cuando se combind la deteccion de la muerte celular con la técnica de inmunofluorescencia, se
siguié el protocolo de inmunofluorescencia hasta la incubacién con el anticuerpo primario, a
continuacion se procesaron las muestras para la técnica TUNEL (eliminando el tratamiento con

proteinasa K), y se continué con el protocolo de inmunofluorescencia con normalidad.

6- TECNICAS PARA LA INMUNODETECCION DE PROTEINAS.

Inmunodeteccion de proteinas en células y tejidos.

Las retinas, recién extraidas, se disociaron con Accutasa a 200-300 U/ml (Sigma) en HBSS,
manteniéndolas durante 20 minutos a 37 °C. Las células terminaron de disociarse
mecanicamente con ayuda de una pipeta p100 y se fijaron afiadiendo un volumen de PFA al
8%, manteniéndose en agitacion durante, al menos, 1 hora a 4° C. Tras la fijacidn, las células
se recuperaron por centrifugaciéon a 1200 r.p.m. y se lavaron con BSA al 0,3% (p/v) (Sigma) en
PBS, tras lo cual, o se utilizaron inmediatamente o bien se conservaron en PBS con azida

sadica al 0,1% (p/v), a 4 °C, hasta su utilizacion.

Con ayuda de una citocentrifuga (Cytospin3, Shandon), se centrifugaron alicuotas de 50 ul de
células disociadas sobre un portaobjetos previamente tratado con una solucion de poli-L-Lisina
a 0,05 mg/ml (Sigma). Para la deteccion del antigeno nuclear de PCNA (Proliferative Cell
Nuclear Antigen), se sumergieron los portaobjetos con las células en metanol absoluto (Merk-
Millipore, Billerica, MA., EE.UU.) inmediatamente tras la centrifugacion, durante 5 minutos a

temperatura ambiente.

Se lavaron las células con PBS y se bloquearon y permeabilizaron con una solucién de suero
normal de cabra (Sigma) al 15% (v/v) y Triton X-100 (Sigma) al 0,2% (v/v) en PBS. Se
incubaron las muestras con los anticuerpos primarios en solucién de bloqueo a 4 °C (el listado
de anticuerpos primarios y su concentracion de uso se detalla en la tabla 3.5) durante, al

menos, 16 horas, tras lo que se lavaron con PBS y se incubaron durante, al menos, 1 hora a
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temperatura ambiente, en solucion de bloqueo con anticuerpos secundarios de la especie
correspondiente al anticuerpo primario, unidos a fluoréforos tipo Alexa (A488, A568, A647, de
Molecular Probes, Invitrogen, Thermo Scientific). Tras varios lavados con PBS, las muestras se
contrastaron con DAPI 2,85 uM (4,6-diamino-2-phenylindole dihydrochloride, Sigma) para

detectar sus nucleos, se montaron con Fluoromont-G y se visualizaron por microscopia

convencional y/o confocal.

Las muestras fueron obtenidas y conservadas como se explica en la seccion de montaje de

retinas en plano. En la inmunotincién se siguieron en todo momento las recomendaciones de la

casa comercial respecto a cada anticuerpo (ver tabla 3.5).

ANTICUERPO

BRAVO (NrCAM)

TABLA 3.5- ANTICUERPOS PRIMARIOS.

CASA COMERCIAL

Abcam, Cambridge, Reino Unido

NATURALEZA

Policlonal de conejo

Monoclonal de ratéon

Ventana Medical Systems
(Roche), Tucson, Arizona,

Monoclonal de ratéon

DILUCION

- 1/250 IF,

_seows

/50 IF

' Sin diluir IF

Monoclonal de ratén

Policlonal de conejo

11100 IF

Monoclonal de ratén

DakoCytomation,Glostrup,
Dinamarca

Policlonal de conejo

Monoclonal de raton

- 1/5000 WB

Policlonal de conejo

Developmental studies Hibridoma
Bank, lowa, EE.UU.

Monoclonal de raton

Monoclonal de ratéon

Monoclonal de conejo

Cell Signalling Technology,
Danvers, MA, EE.UU.

Tuj-1,
anti 3-Ill tubulina

Monoclonal de ratén

' 1/200 IF

Antisuero cedido por M? José
Pereira y Luis Blanco (CBM)

Policlonal de conejo

Policlonal de conejo

Covance, Paris, Francia

{ Monclonal de ratén

/5000 IF
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Algunos anticuerpos requieren tratamientos especificos para mejorar la exposicién de los
epitopos, sobre todo aquellos que requieren la exposicién de epitopos nucleares. Los mas

usados fueron los siguientes:

e  REFIJACION ACIDA:
Aplicado a anti-yH2AX: fijamos las retinas 10 minutos con una mezcla de etanol:acético

en una proporcion 95:5 (ambos de Merk-Millipore).

e«  EXPOSICION ACIDA:
Aplicado a Islet1/2, CRALBP, Br3a: se calentaron las retinas en el microondas a baja

potencia durante 5 minutos con una solucion de tampén citrato 0,1 M, pH 6, procurando

que no hirviera en ningin momento.

En todos los casos, tras los tratamientos especificos correspondientes, se lavaron las retinas
con PBS y se permeabilizaron a temperatura ambiente con Triton X-100 al 1% (v/v) en PBS
(para el anticuerpo PECAM se uso6 Tritdn X-100 al 5% (v/v)) durante 2 horas, cambiando la
solucién cada 30 minutos. Las retinas se bloquearon con BGT durante 1 hora a temperatura
ambiente y se incubaron las muestras con los anticuerpos primarios (ver tabla 3.5) en solucién

de bloqueo a 4 °C durante, al menos, 16 horas.

Se lavaron las retinas con PBS, y se incubaron con DAPI 2,85 uM para contrastar los nucleos,
y con los correspondientes anticuerpos secundarios unidos a fluoréroro disueltos en el buffer
de bloqueo durante 1-2 horas a temperatura ambiente. Las muestras se lavaron con PBS y se

montaron en portaobjetos con Fluoromont-G.

Las tinciones se visualizaron y fotografiaron en un microscopio de fluorescencia o en un
microscopio confocal, mostrando en este trabajo la proyeccion maxima del grosor total de la
retina obtenida a través de secciones oépticas de 0,75 a 2 um de espesor, en funcién del tipo

celular estudiado.

Las muestras fueron obtenidas y conservadas como se explica en la seccion de crioseccion de
tejidos. Previamente a su procesado, las secciones se descongelaron a temperatura ambiente,
se refijaron 20 minutos en PFA al 4% y se lavaron con PBS.

En el caso de la tincidon con el anticuerpo Brn3a, la refijacion se realizé con metanol absoluto
durante 5 minutos a temperatura ambiente. Para la tinciéon con CRALBP fue necesario
permeabilizar las retinas con 3 lavados de 20 minutos con Tritdbn X-100 al 0,5% (p/v) en PBS.
Los protocolos de refijacion y exposicién acida se llevaron a cabo en las mismas tinciones y

con las mismas condiciones que se describen en el apartado anterior.
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En el todos los casos, las retinas se bloquearon y permeabilizaron a la par con una solucion de
suero normal de cabra al 15% (v/v) y Tritén X-100 al 0,2% (v/v) en PBS. Y se procedi6 a la
incubacion con los anticuerpos primarios y secundarios, contraste nuclear y posterior montaje

por el mismo sistema descrito en el apartado anterior.

La lectina de tomate es un glucolipido caracteristico de células microgliales y endoteliales. Se
comercializa biotinilado, lo que permite su visualizacion por la reaccion de la biotina con

estreptavidina unida a un fluoréforo.

Este método se combind con la inmunofluorescencia de retinas en plano. Para ello, tras la
incubacion con el anticuerpo primario, se lavo la retina tres veces con TBS (Tabla 3.8) y se
incubo durante 2 horas a 37 °C con Lectina de tomate (Sigma, 1:200) en TBS. Posteriormente,
se lavo la retina con PBS y se procediéo a la incubacion simultanea con DAPI, con los
anticuerpos secundarios correspondientes a los primarios usados y con estreptavidina
conjugada con un fluoréforo de la serie Alexa (A488, A568, A647, de Molecular Probes)
durante 1 hora en el buffer de bloqueo correspondiente a los anticuerpos primarios. Las retinas
se lavaron con PBS, se montaron con Fluoromont-G y se visualizaron por microscopia de

fluorescencia y/o confocal.

Inmunodeteccidn de proteinas en membrana.

Se homogeneizaron retinas embrionarias individuales con un homogenizador tipo potter en 20
pl de tampédn de lisis o0 una retina adulta en 40 yl de tampdn RIPA (Tabla 3.8). Se mantuvieron
los extractos homogeneizados 1 hora en hielo para facilitar el lisado. Transcurrido ese tiempo,
los extractos de retinas adultas se centrifugaron 15 minutos a 12000 r.p.m., recuperandose el
sobrenadante. La cantidad de proteina se cuantifico por el método Bradford (Bio-Rad, Munich,
Alemania), midiendo la absorbancia con un espectrofotdémetro a 640 nm e interpolando la de la
muestra sobre una recta patrén realizada con una solucién estandar de albumina (Pierce,
ThermoScientific, Rockford, Illinois, E.E.U.U.). Se usaron alicuotas de 40 ug de proteina
procedentes de retinas adultas para cada muestra, se afiadio el tampoén de carga CB (Tabla
3.8) al 0,01% (p/v) y se calentaron las muestras a 95 °C, 10 minutos para facilitar la

desnaturalizacion.
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En el caso de retinas embrionarias, dada la escasez de la muestra inicial, no se cuantifico la
cantidad de proteina ni se clarificaron las proteinas por centrifugaciéon. Las muestras se
disolvieron directamente en un buffer de carga con DTT 2 mM (ditiotreitol, Sigma) (Tabla 3.8) y
se hirvieron 5 minutos a 95 °C. En cada pocillo se cargo el contenido del lisado protéico total de

una retina.

Se fraccionaron los extractos proteicos en geles SDS-PAGE al 6% (v/v) (Bio-Rad) y se
transfirieron las proteinas a membranas de nitrocelulosa por el sistema de transferencia

semiseca (Bio-Rad), 90 minutos a 18V.

Las membranas se lavaron con Tween 20 (Sigma) al 0,5% en TBS (TBS-T) y se bloquearon
con BSA al 5% (p/v) en TBS-T durante 1 hora a temperatura ambiente, se lavaron con TBS-T y
se incubaron con los anticuerpos primarios correspondientes en BSA al 3% (p/v) en TBS-T
durante, al menos, 16 horas a 4°C en agitacion. Tras lavar con TBS-T, las membranas se
incubaron durante 1 hora a temperatura ambiente con el correspondiente anticuerpo
secundario conjugado con peroxidasa (DAKO, Glostrup, Dinamarca). Las membranas se
revelaron con ECL (Pierce) y se expusieron a peliculas Curix RP2 plus (Agfa Healthcare,

Mortsell, Bélgica).

Algunas proteinas de membrana tales como L1CAM y BRAVO se encuentran habitualmente
formando dimeros muy estables, unidos por numerosos puentes disulfuro. Para poder estudiar
las diferentes isoformas que forman parte de estos dimeros, es necesario romper su estructura
terciaria, lo que no se consigue con el sistema clasico de extraccién de proteinas. En esos
casos, se recurrid a unas condiciones de extraccidon mas desnaturalizantes, basadas en los

protocolos descritos en (Kayyem et al., 1992).

Se homogenizaron juntas 4 retinas embrionarias con un potter en 20 ul de tampédn de lisis. Se
mantuvieron los extractos homogenizados durante 1 hora en hielo para facilitar el lisado.
Transcurrido ese tiempo, se afiadié DTT a una concentracion final de 100 mM y se hirvieron las
muestras 5 minutos a 95 °C. Los extractos proteicos se fraccionaron en geles SDS-PAGE al
6% (v/v) y se transfirieron las proteinas a membranas de nitrocelulosa, por el sistema de
transferencia humeda (Bio-Rad), durante toda la noche a 15 V y 4 °C. La detecciéon de

proteinas en membrana se realiz6 tal como se describe en el apartado anterior.
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Para visualizar mejor las isoformas de algunas proteinas se recurrié a la extraccién secuencial
de las mismas, basandonos en el protocolo descrito en (Morales et al., 1996).

Se extrajeron los tejidos (cerebro o retina) en PBS frio, anotando el peso de cada tejido. En el
caso de retinas embrionarias, se procesaron conjuntamente 10 retinas por muestra. Se partié
en todos los casos de 0,5 mg de tejido por microlitro de tampdn de lisis, compuesto por Hepes
10 mM, pH 7,5, EDTA 1 mM (Merk-Millipore), DNasa | a 10 U/ml (Sigma,), RNAsa a 250 U/ml
(Sigma,) e inhibidores de proteasas (Complete, Roche, 1 pastilla por cada 10 ml). Las muestras
se mantuvieron 1 hora a temperatura ambiente, agitando cada 15 minutos. Se centrifugaron las
muestras 30 minutos a 22 °C y 13.000 r.p.m. (17.000 x g). El sobrenadante se denominé
extracto 1. El pellet se traté con una solucién de Hepes 10 mM, pH 7,5, EDTA 10 mM, cloruro
sédico 1 M (Merk), Cloruro potasico 1 M (Merk), DNasa | a 10 U/ml, RNAsa a 250 U/ml e
inhibidores de proteasas. Las muestras se dejaron lisar 1 hora a temperatura ambiente,
agitando cada 15 minutos. Se centrifugaron las muestras 30 minutos a 22 °C y 13.000 r.p.m.
(17.000 x g). EIl sobrenadante se denomind extracto 2. El pellet se resuspendié en una
solucion de Hepes 10 mM, pH 7,5, EDTA 10 mM, cloruro sédico 0,3 M, NP-40 al 2,5% (v/v)
(lgepal CA-630, Sigma), DNasa | a 10 U/ml), RNAsa a 250 U/ml e inhibidores de proteasas. Se
mantuvieron los extractos homogeneizados 1 hora a 22 °C para facilitar el lisado, agitando cada
15 minutos. Transcurrido ese tiempo, las muestras se centrifugaron 30 minutos a 22 °C y

13.000 r.p.m. (17.000 x g). El sobrenadante se denominé extracto 3 y el pellet, extracto 4.

Se diluyeron todos los extractos tampon de carga (Tris clorhidrico 370 mM pH 8,8, EDTA 1 mM,
SDS al 1,5% (p/v), azul de bromofenol al 0,005% (p/v) y glicerol (Merk) al 12,5% (p/v)), y se
afnadié DTT a una concentracion final de 100 mM. Las muestras se hirvieron durante 5 minutos
a 95 °C, se fraccionaron en geles SDS-PAGE al 6% (v/v) y se transfirieron a membranas de

nitrocelulosa por el sistema de transferencia humeda durante toda la noche, a 15V y 4 °C.

Las membranas se lavaron con Tween-20 al 0,1% (p/v) (Sigma) y BSA al 0,1% (p/v) en PBS
(PBS-T). Posteriormente, se bloquearon con BSA al 3% (p/v) en PBS durante 2 horas a
temperatura ambiente, se lavaron con PBS-T y se incubaron con los anticuerpos primarios
correspondientes en PBS-T, durante, al menos, 16 horas, a 4 °C en agitacion. Tras lavar con
PBS-T, se incubaron las membranas durante 1 hora a temperatura ambiente con el
correspondiente anticuerpo secundario conjugado con peroxidasa y se lavaron con PBS-T. Las

membranas se revelaron con ECL y se expusieron peliculas Curix RP2 Plus.
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7-PROCESAMIENTO DE IMAGENES.

Para el procesado de imagenes se utilizé el software FIJI — image J disefiado por (Schindelin

et al., 2012), con diferentes aplicaciones (plugins) segun el tipo de procesado.

Métodos de cuantificacidon manual.

Se utilizé el plugin cell counter procediendo a identificar el tipo celular buscado en cada seccion
Optica obtenida por microscopia confocal, utilizando diferentes contadores para cada tipo
celular. Durante el contaje, comprobd que los nucleos contabilizados no fueran marcados en
mas de una seccién Optica y se modulé la intensidad y contraste de cada canal de

fluorescencia para permitir una éptima identificacion del tipo celular buscado.

Se obtuvieron imagenes calibradas de células Tuj-1 positivas con la camara Leica FC500
(Leica Microsystems GMBH, Wetzlar, Alemania) con el objetivo de 40 aumentos del
microscopio de fluorescencia. Se identificaron neuronas que no contactaran con ninguna otra y
se midio la longitud total del axén de cada célula. A la hora de representarlos, se agruparon las

longitudes de los axones en intervalos de 20 micras.

Para evaluar la ramificacién microglial, se partié de imagenes a 40 aumentos tomadas por
microscopia confocal calibradas en micras en cada sesion. Con el programa FlJI, se creé un
ROI (region de interés, del inglés Region Of Interes) compuesto por circulos concéntricos de
didmetros crecientes de 10 en 10 micras. En las imagenes, se evalué donde estaba el nucleo
de 90 células microgliales y se superpuso el ROI sobre cada una de ellas. En cada célula,
acorde a lo descrito en (Xing et al., 2011), se cuantific6 para cada circulo el numero de

prolongaciones microgliales que lo cortaban.
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Métodos de deteccidon automatica.

DETECCION AUTOMATICA DE BORDES DE SUPERFICIES.

Para la determinacion del frente de diferenciacion asociadado a la tincion con diversos
marcadores se utilizé un método automatico de deteccidon de bordes. Para ello, se partiod de
proyecciones maximas de las imagenes obtenidas por microscopia confocal (Fig. 3.1 - A).
Utilizando el plugin Surface Plot de FIJI, se establecié un tamafio de cuadricula medio (512).
Con la opcion Mesh se ajusto la iluminacién y el umbral de deteccion de intensidad con una
imagen representativa del experimento, de forma que el reconocimiento de bordes fuera éptimo
para cada marcador (Fig 3.1 - B). A continuacion, se ajusto la altura de deteccién en el eje z.

Por ultimo, las imagenes se transformaron a isolineas y se suavizaron (Fig. 3.1 - C).

Se movid la representacion tridimensional de las isolineas hasta obtener una vision superior de
las mismas (Fig. 3.1 - D), se guardo la imagen y se cuantificé el area comprendida entre las

areas marcadas por el frente.

FIGURA 3.1- DETECCION AUTOMATICA DE BORDES DE SUPERFICIES.

A-Proyeccion maxima de la imagen de confocal. B- Misma imagen que en A vista con la opcion Mesh del plugging Surface Plot. C-
Misma imagen que en B vista como isolineas del plugging Surface Plot. D-Isolineas de la imagen C vistas desde el plano superior.
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Este método se utilizé para medir el area cubierta por astrocitos y/o vasos sanguineos respecto
al area total cubierta por DAPI en imagenes obtenidas por microscopia confocal. Para ello, se
partid de las proyecciones maximas de cada canal de fluorescencia. Con el programa FlJI, Se
calibraron las imagenes en cada sesién, y se convirtieron las proyecciones maximas de cada
canal a imagenes en blanco y negro, de 16 bit. Con la imagen en blanco y negro, se utilizé una
imagen representativa para establecer un umbral de deteccién de la tincion comun a todas las
imagenes. Se analizaron el area y el porcentaje de imagen cubierto por la misma: para ello, se
establecieron los parametros a medir, seleccionando la limitacion de los resultados al umbral
establecido anteriormente. Las instrucciones anteriores se grabaron en un macro que se utilizé

para el procesado de cada una de las imagenes (Script 1.1).

SCRIPT 1.1 - CUANTIFICACION DE SUPERFICIES CON EL PROGRAMA FlJI

run("Set Scale...", "distance=1920 known=388 pixel=1 unit=micras global");
run("16-bit");

setAutoThreshold("Default”);

//run("Threshold...");

setAutoThreshold("Default dark”);

setThreshold(28, 85); < ((13,85) para CRALBP, DAPI)
setOption("BlackBackground", false);

run("Convert to Mask");

run("Set Measurements...", "area limit redirect=None decimal=3");
run("Measure");

Este método se utilizd para comparar tinciones de un mismo marcador capturadas por
microscopia de fluorescencia, manteniendo constantes el nimero de secciones a adquirir, la
intensidad del laser y el tiempo de exposicién. De manera similar a la anterior, se utilizaron
proyecciones maximas de cada canal, esta vez en color, ajustando la imagenes al formato
RGB y estableciendo de nuevo el umbral de deteccidon con una imagen representativa del
experimento. Se cuantifico la intensidad de cada imagen midiendo el valor medio de tonos de
grises por canal limitados al umbral establecido anteriormente. Las instrucciones anteriores se
grabaron en un macro que se utilizé para el procesado de cada una de las imagenes y que se

detalla a continuacion.
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SCRIPT 1.2 - CUANTIFICACION DE INTENSIDAD CON EL PROGRAMA FlJI

run (“Color Threshold...”);

//Color Thresholder 1.45b

//Autogenerated macro, single images only!

Min=newArray(3);

Max=newArray(3);

Filter=newArray(3);

A=getTitle();

run(”"HSB Stack’);

run(“Convert Stack to Images”);

selectWindow(“Hue”);

rename(“0”);

selectWindow(“Saturation”);

rename(“1”);

selectWindow(“Brightness”);

rename(“2”);

min[0]=0;

max[0]=255;

filter[O]="pass”;

min[1]=0;

max[1]=255;

filter[1]="pass”;

min[2]=89;

max[2]=255;

filter[2]="pass”;

for (i=0;i<3;i++){
selectWindow(“+i);
setThreshold(minl[i],max]i]);
run (“Convert to Mask”);
if (filter[i]=="stop”) run(“Invert);

imageCalculator(“AND create”, “0”,"1");
imageCalculator(“AND create”, “Result of 0”,72");
for (i=0;i<3;i++){

selectWindow(*"+i);

close();

selectWindow(“Result of 0);

rename(a);

I Colour Thresholding-------------

run(“Set Measurements...”, “area mean limit redirect=None decimal=3");
run(“Measure”);
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8- ANALISIS ESTADISTICO.

El analisis estadistico de los datos se realizé6 con el programa GraphPad Prism (GraphPad
Software, Inc., La Joya, California, E.E.U.U.). En cada grupo de datos, se analizé la normalidad
simultdneamente con 3 pruebas diferentes: los tests de Kolmogorof-Smirnov, D’Agostino y
Pearson émnibus y Shapiro-Wilk. Los datos se consideraron ajustados a una distribucion
normal cuando ninguno de los tres test descarté que no lo fueran, es decir, cuando los p-
valores de todos los tests fueron mayores a 0,05. Se comprobé la homocedasticidad (igualdad
de varianzas) de los datos aplicando un test de Fisher; las varianzas se consideraron iguales
cuando el valor del estadistico fue mayor a 0,05. Cuando las muestras resultaron normales y
homocedasticas, se utilizaron test paramétricos; si resultaron normales y no homocedasticas,
se aplicaron tests paramétricos con las pertinentes correcciones, y en los casos en los que se
descarté la normalidad de los datos, se aplicaron tests no paramétricos. En la tabla 3.6 se
especifica el test aplicado en funcion del tipo de analisis y la normalidad de las muestras. Las
diferencias significativas se sefialaron en las graficas en funcion del grado de significacion con

un asterisco (p<0,05), con dos (p<0,01) o con tres asteriscos (p<0,005).

TABLA 3.6- ANALISIS ESTADISTICO APLICADO EN FUNCION DEL TIPO DE COMPARATIVA.

Muestra NORMAL: Muestra No NORMAL:
TEST PARAMETRICO TESTS NO PARAMETRICOS

COMPARATIVA

T-test (con correccién de
! Welch si no son - U de Mann Withney
. homocedasticos) i

Grupos dos a dos

; - Test de Kruskal Wallis + Post-
i Anova de una via + Post- | test de Dunns o, en el caso de
| test de Bonferroni referir todas las columans a

i i una control, Pos-test de Dunnet

Tres grupos o mas, de un
mismo genotipo.

mismo genotipo. Varios | Anov_a de valores i Test de Friedmann + Post-test
! repetidos + Post-test de i
valores procedentes de i . i de Dunns
) e i Bonferroni i
un mismo individuo. : .

Tres grupos o mas,
analizados en 2
genotipos.

i Anova de dos vias + Post- |

Tres grupos o mas, de un 5
. test de Bonferroni
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9-SOLUCIONES Y EQUIPOS.

Los equipos y soluciones utilizados en este trabajo se detallan respectivamente en las tablas

3.7 y 3.8, a continuacion.

TABLA3 .7: RELACION DE EQUIPOS UTILIZADOS Y SU CASA COMERCIAL.

INSTRUMENTACION CASA COMERCIAL

Bano termostatizado Precisterm : Selecta, Barcelona, Espana.
Campanadecu|t|vosBV-1OO Burd|no|aB|zcayaEspaﬁa ....................................
Centnfugacenmfuge5405 EppendorfNYEEUU .............................................
CentnfugaBmfugeFresco .......................................... HeranSThermOSCIentmc .....................................
Centrifuga Hettich Zentrifugen ~~~ Mikro 20, Boston, Massachusetts, EEUU. |
C|tocentnfugaShandoncytosp|n3 .......................... IThermoSc|ent|f|c .....................................................

Estufa de cultivos Forma Scientific, CO2, Water
jacketed Incubator, Series Il

Fuente de electroforesis Power Pack 1000 Bio-Rad
M|croscop|oconfoca|Le|caTCS-SP2AOBS |_e|ca|\/||crosystems ..................................................
Microscopio de fluorescencia Axioskop | ' Zeiss, Standort Gottingen-Vertrieb, Alemania. |
M|croscop|o|nvert|doD|\/|||_|_e|ca|\/||crosystems ..................................................
Reve|adorCUR|xeo AgfaHeanhcare .........................................................
s|stemadee|ectrofores|s|v||n|proteanTetrace|| ______ B|0-Rad ........................................................................
s|ste madet ransfe renc|ahumeda|\/||n |Trans-|3|ot . |B|o Rad ........................................................................

Applied Biosystems, Lifetechnologies, Thermo
i Fisher Scientific.

Termociclador T personal : Biometra, Géttingen, Alemania.
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TABLA 3.8: COMPOSICION DE SOLUCIONES DE USO FRECUENTE.

SOLUCION COMPOSICION

BGT i BSA 0,3%, Glicina 100 mM, Triton X-100 0,25% (p/v) en PBS.

S

i Tris clorhidrico 50 mM pH 6,8, glicerol 10% (v/v), SDS 2% (p/v), fluoruro sédico 1 mM,

Buffer de lisis | plrofosfato SOdICO 5 mM, ortovanadato sédico 1 mM.

i Tris clorhidrico 30 mM, pH 6,8, glicerol 12,5% (v/v), SDS 0,2% (p/v), azul de bromofenol
1 5% (v/v), B-mercaptoetanol 0,01% (p/v).

e e e e e et e e e e e e e e e e e e )

HBSS (Hanks Cloruro sédico 137 mM, cloruro potasico 5,4 M, fosfato sédico dibasico 0,25 mM, fosfato

Balanced Salt potasico monobasico 0,44 mM, cloruro célcico 1,3 mM, sulfato magnésico 1,0 M,
Solution) bicarbonato soédico 4,2 mM

Cloruro sédico 137 mM, cloruro potésico 2.7 mM, fosfato sddico dibasico (Na2HPO4) 10

mM, fosfato potasico monobasico 1.8 mM, pH 7.4.

Tris clorhidrico 50 mM, pH 7,4, NP-40 1% (v/v), deoxicolato sédico 0.25% (p/v), cloruro

RIPA sédico 150 mM, EGTA (Etilén glicol bis-amino etilo) 1 mM, ortovanadato sédico 1 mM,

fluoruro sddico 1 mM.

Sacarosa al 15% o 30% (p/v) disuelta en tampén fosfato de Sérensen 0,01 M, pH 7.4

Salting Out Tris clorhidrico 40 mM, EDTA 20 mM, SDS 0,5% (p/v), cloruro sédico 200 mM.

TAE 1X ' Tris 40 mM, 20 mM acido acéticoy 1 mM EDTA.

Tampon Citrato 0.1
M pH 6
Tampén de carga | Tris clorhidrico 37,5 mM, pH8.8, EDTA 1 mM, glicerol 12,5 %(v/v), SDS 1,5% (p/v), DTT

con DTT (1X) 1 mM, azul de bromofenol 0.005%.

10 mM Hepes pH 7,5, cloruro sddico 140 mM, EDTA 4 mM, NP40 2,5% (v/v), tritdn x100
Tampon de lisis de : 2,5% (v/v), azida sédica 0,02% (p/v), inhibidores de proteasas (1 pastilla por cada 10 ml
Nicholson de tampon, Roche) e inhibidores de fosfatasas (ortovanadato sédico 1mM, fluoruro

sédico 1 mM, y pirofosfato sédico 5 mM).

Acido citrico 0,1 M y citrato sddico 0,1 M, mezclados hasta obtener pH6.

Tampon fosfato de | Fosfato sddico dibasico 0,1 M, y fosfato sédico monobasico 0,1 M, mezclados hasta

Sorensen ajustar el pH a 7,4.
TBS Tris clorhidrico 50 mM, pH 7,5, cloruro sédico 150 mM.
TBS-T i Tris Base 100 mM, cloruro sédico 1,5 M, Tween 0,5% (v/v), pH 7,4.
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4. RESULTADOS.

1 - LA ViA NHEJ EN LA RETINA EN DESARROLLO: PAPEL EN LA
VIABILIDAD CELULAR.

Actividad de la DNA Polimerasa p en la retina embrionaria.

En estudios anteriores se observé que en la retina de ratén, simultaneamente al proceso de
muerte celular temprana y la diferenciacion neuronal, se produce un incremento de las roturas
que afectan a las dos hebras del DNA (DDSBs) (Baleriola et al., 2010). Durante todo el
desarrollo prenatal de la retina murina se puede detectar el mRNA de las principales moléculas
de reparacion de roturas del DNA por NHEJ (Baleriola, 2008), lo que indica que esta via podria
encargarse de reparar dichas lesiones. En este trabajo hemos buscado focos nucleares
discretos de la DNA polimerasa p (Pol u), caracteristicos de que la reparacion se encuentra
activa (Ruiz et al., 2004) y analizado por inmunofluorescencia la distribucién de Pol u en las
neuronas recién diferenciadas en células disociadas de retina de raton de estadio embrionario
E13,5 (Fig. 1.A). Identificamos las neuronas recién generadas por inmunotincion con Tuj-1, que
reconoce la B-IIl tubulina, especifica del citoesqueleto neuronal. Pol p presenta una distribucion
focal en las células donde la DNA polimerasa u se encuentra activa (Fig. 4.1 A), ya que no se
detectan focos en células del raton pol p”, deficiente en dicha proteina (Fig. 4.1. B). Dichos
focos nucleares se presentan tanto en neuronas (positivas para Tuj-1, Fig. 4.1 C) como en
otros tipos celulares (Fig. 4.1 D), sin que se pueda establecer una presencia mayoritaria en

ninguna de las dos subpoblaciones (Fig. 4.1 E).

90



RESULTADOS

151

+

u

% de células Pol

FIGURA 4.1 — EXPRESION FOCAL DE POL p EN LA RETINA EMBRIONARIA.

(A-D) Inmunofluorescencia de la DNA polimerasa p (rojo) en células disociadas de retinas embrionarias de estadio
E13,5 procedentes de ratones silvestres (A, C-D) y de mutantes nulos para Pol p (B). Distribucion focal de Pol u (A,
flecha blanca) en células neuronales (positivas para Tuj-1, cian) (C, flecha blanca; misma célula que en A) y en
células no neuronales (D, flecha blanca). (E) Cuantificacion de la distribucién de la proteina en ambas
subpoblaciones. Se analizaron células disociadas de 9 ratones silvestres y 11 ratones nulos a E13,5, cuantificando al
menos 150 células disociadas de cada animal. Nucleos celulares tefiidos con DAPI (azul). WT-C57BL/6. Barra de
escala, 10 um. Las barras representan la media y el error estandar.

Roturas del DNA en ausencia de NHEJ: ratones SCID y pol p/-.

Como hemos visto, la reparacion del DNA por NHEJ esta activa en la retina neural en
desarrollo, y se detecta en diferentes tipos celulares. Analizamos su papel en la embriogénesis
de la retina in vivo, caracterizando el fenotipo de los ratones mutantes SCID (con la DNA-PKcs

truncada y no funcional) y pol/ u"' (nulo para la DNA polimerasa p).

Hemos evaluado si la ausencia de estas proteinas de reparaciéon afectaba a la resolucién de
las roturas del DNA. Para ello, identificamos los focos de reparacion del DNA detectando por
inmunofluorescencia la fosforilacion de la histona H2AX (yH2AX), uno de los primeros eventos
en la formacion del foco (Symington and Gautier, 2011). Las inmunotinciones para yH2AX en
células disociadas de retinas de ratén de estadio de desarrollo E13,5 (Fig. 4.2 A), muestran las
células con marcaje y el numero focos de yH2AX por célula, indicativos de las regiones
concretas del DNA donde se localiza una rotura (Fig. 4.2 A, recuadro). Tanto en el mutante
SCID (Fig. 4.2 B) como en pol 1" (Fig. 4.2 D) se observé un mayor nimero de células con focos

nucleares de YH2AX respecto a sus respectivas cepas control’ (Fig4.2 Ay C).

“ Notese que las cepas control son distintas, ya que cada mutante se generd en un fondo genético
diferente.
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Al cuantificar el porcentaje total de células con roturas (Fig. 4.3 A-B) y el nimero de focos
nucleares discretos de yH2AX por célula (Fig. 4.3 C-D) demostramos que ambos parametros se
encontraban incrementados en los mutantes. Verificamos el resultado anterior estudiando el
tejido sin disociar, analizando por inmunohistoquimica la densidad de células positivas para
yH2AX en retinas de E13,5, montadas en plano (Fig. 4.3 E-F). Por los tres métodos se observo

que el niumero de lesiones del DNA era mayor en los mutantes en NHEJ.

Estos resultados sugieren la presencia de DNA-PKcs y Pol 1 en embriones de E13,5, durante
la embriogénesis temprana de la retina, e indican que su falta interfiere con la reparacion de las
roturas del DNA.

A B
WT1 SCID
C D

FIGURA 4.2 - DETECCION DE ROTURAS DE DNA DE DOBLE HEBRA EN MUTANTES DE REPARACION POR NHEJ.

Inmunohistoquimica de yH2AX (cian) en retinas disociadas de los ratones mutantes SCID y pol u” (B, D) y sus
respectivas cepas control (A,C). El recuadro muestra un detalle de la distribucién focal de yH2AX. Se analizaron
células disociadas de 7 a 11 retinas de ratones a E13,5. Nucleos tefiidos con DAPI (azul). WT1 - Balb/c, WT2 -
C57BI/6. Barra de escala: 50 um en las fotos panoramicas y 10 um en los recuadros.
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FIGURA 4.3 - CUANTIFICACION DE ROTURAS DE DNA DE DOBLE HEBRA EN MUTANTES DEFICIENTES EN NHEJ.

(A-B)Porcentaje de células positivas para yH2AX y (C-D) numero de focos por célula en retinas disociadas de los
ratones mutantes SCID (A,C) y pol u”~ (B,D) y sus respectivas cepas control. (E-F) Densidad de células positivas
para yH2AX en retinas disociadas de los ratones mutantes SCID (E) y pol u”” (F) Se analizaron células disociadas de
7 a 11 ratones a E13,5, cuantificando al menos 100 células disociadas de cada animal, y de 6 a 10 retinas de E13,5
montadas en plano por cepa. Panel (E) en colaboracion con Jose Luis Martinez Sanmartin. WT1 - Balb/c, WT2 -
C57BI/6. Las barras representan la media y el error estandar. *p<0,05; ***p<0,001.

Muerte celular programada en mutantes de la via NHEJ: ratones SCID y
pol p-.

Estudiamos si la falta de estas proteinas interferia con la viabilidad celular, cuantificando los
niveles de muerte celular programada en los mutantes de DNA-PKcs y pol p"', y
comparandolos con sus respectivas estirpes silvestres. Detectamos los cuerpos apoptoticos

por la técnica TUNEL, en retinas montadas en plano de E13,5, durante la fase de muerte
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neural temprana (Fig. 4.4). Ambos mutantes (Fig. 4.4 B, D) presentaron una mayor densidad de
cuerpos apoptéticos que sus controles (Fig. 4.4 A, C, E)., lo que indican que estas proteinas de
reparacion de roturas de DNA por la via NHEJ estan implicadas en la supervivencia de parte de

las células de la retina.
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FIGURA 4.4 — INCREMENTO DE LA MUERTE CELULAR EN MUTANTES DEFICIENTES EN NHEJ.

(A-D) Deteccion de la muerte celular por la técnica TUNEL (verde) en retinas montadas en plano de los ratones mutantes
SCID y pol i (B, D) y sus respectivas cepas control (A, C). (E) Cuantificacion de los cuerpos apoptéticos por unidad de
superficie en los tres mutantes analizados. Se analizaron de 11 a 18 animales de E13,5 por cepa. WT1 - Balb/c, WT2 -
C57BI/6. Barra de escala, 150 um. Las barras en (E) representan la media y el error estandar. *p<0,05; ***p<0,001.
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2- ROTURAS DEL DNA Y MUERTE CELULAR PROGRAMADA
EN AUSENCIA DE RAG-2.

Como se comentd en la introduccion, en el sistema inmune, una de las principales vias de
activacion de la via de NHEJ consiste en la generacion programada de roturas del DNA en
genes concretos por medio del complejo endonucleasa RAG-1,2 (Helmink and Sleckman,
2012). Nos preguntamos si esta recombinasa podria estar generando roturas también en el
sistema nervioso. Por ello, estudiamos in vivo el papel en la retina de uno de los componentes

del complejo, utilizando un modelo mutante nulo, el raton rag 2”".

Al igual que se hizo con los mutantes de reparacion del DNA, analizamos la densidad de
células con focos de reparacion del DNA por inmunohistoquimica, estudiando la distribucion de
yYH2AX en retinas montadas en plano de embriones de E13,5 (Fig. 4.5 A-B). Al comparar las
retinas del mutante nulo rag 2" con ratones silvestres de la misma camada, se observé que la

ausencia de RAG-2 producia un descenso de las células con lesiones en el DNA (Fig. 4.5 E).

Ademas de presentar menos roturas en el DNA que su estirpe control, se sabia por un estudio
previo del grupo que en el mutante rag 2" se produce un incremento de la muerte por apoptosis
durante el desarrollo de la retina (Baleriola, 2008). En este trabajo, verificamos dicho resultado
en animales rag 2" de dos fondos genéticos diferentes, analizando la muerte celular por la

técnica TUNEL en retinas de E13,5 montadas en plano.

-En el fondo C57BL/10Crl, comparando la retina de ratones mutantes y silvestres de la
misma de camada, observamos que la ausencia de RAG-2 se traducia en un mayor
numero de células muertas (Fig. 4.5 C-D). Su cuantificacion demostré que la deficiencia de
la endonucleasa RAG 2 se refleja en un 30,03% mas de células con cuerpos apoptoticos
(Fig. 4.5 F).

-En el fondo C57BL/6N (obtenido tras cinco generaciones de retrocruce), obtuvimos un
25,81% mas de células muertas en la retina de los ratones mutantes (resultados no

mostrados, p=0,0425).

Asi pues, en los dos fondos genéticos, la carencia de RAG-2 genera un incremento de la

muerte por apoptosis en la retina de embriones de E13,5.
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En conjunto, estos datos implican que la ausencia de RAG-2 afecta a la viabilidad celular

durante el desarrollo temprano de la retina neural e interfiere con la generacion de parte de las
roturas del DNA observadas durante su desarrollo.

Para estudiar mas en profundidad si en la retina embrionaria, al igual que en el sistema

inmune, RAG-2 y la reparacion de DDSBs por la via NHEJ forman parte de un mismo sistema,

nos planteamos, a continuacion, evaluar los mutantes SCID, pol p"' y rag 2" en paralelo.
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FIGURA 4.5 — CAMBIOS EN LA DENSIDAD DE CELULAS CON ROTURAS EN EL DNA Y EN LA MUERTE CELULAR EN
AUSENCIA DE LA ENDONUCLEASA RAG-2.

(A-B) Células yH2AX positivas por inmunofluorescencia en retinas montadas en plano del mutante rag 2 y Su cepa
control. (C-D) Deteccion de la muerte celular por la técnica TUNEL (verde) , en retinas montadas en plano de ratones
rag Dl y su cepa control. (E) Densidad de células con focos de reparacion del DNA positivos para yH2AX en retinas
montadas en plano (F) Cuantificacion de los cuerpos apoptéticos por unidad de superficie en retinas montadas en
plano. Para el estudio del nimero de roturas se utilizaron retinas de 6 a 10 ratones de E13,5 por cepa. Para la
deteccion de la muerte celular se analizaron de 11 a 18 animales de E13,5 por cepa. WT3 - C57BI/10. Barra de

escala, 120 um en A-B y 150 um en C-D. Las barras en A y B representan la media y el error estandar. *p<0,05;
**p<0,01.
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3 - NEUROGENESIS DE LA RETINA EN AUSENCIA DE LAS
PROTEINAS DNA-PK, POL pn Y RAG-2.

Los estudios anteriores realizados en nuestro grupo encontraron que la actividad de DNA-PKcs
es necesaria para la viabilidad de las neuronas de la retina embrionaria (Baleriola et al., 2010).
Esto nos llevé a preguntarnos como los procesos de generacion y reparacion de DDSBs

afectan a la neurogénesis de las células ganglionares de la retina.

Muerte neural en ausencia de NHEJ: evaluacion en ratones SCID, pol p/-

Islet 1/2
TUNEL

y rag 2/~

FIGURA 4.6 - DETECCION DE MUERTE NEURONAL EN MUTANTES DEFICIENTES EN RAG-2 Y NHEJ.

(A-F) Inmunofluorescencia del factor de transcripcion neuronal Islet 1/2 (rojo), y deteccién de células apoptéticas por la
técnica TUNEL (verde), en retinas montadas en plano de ratones mutantes SCID, pol u”' y rag 20 (B, D, F) y sus
respectivas cepas control (A, C, E). Las flechas blancas indican las células con dobles marcajes. Se analizaron de 4 a
10 animales de E13,5 por cepa. WT1 - Balb/c, WT2 - C57BI/6, WT3 - C57BI/10. Barra de escala, 40 um.
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Nuestro primer abordaje fue evaluar la muerte celular en las primeras neuronas en
diferenciarse en la retina, comparando los fenotipos de SCID, pol u”', y rag 2" respecto a sus

controles en las retinas de embriones de ratén de E13,5.

Estudiamos la distribucion de las neuronas apoptoéticas en retinas montadas en plano,
combinando la técnica TUNEL y la inmunohistoquimica para Islet 1/2, factor de transcripcion
temprano (presente desde E11,5) que interviene en la diferenciacién de las células
ganglionares, amacrinas y horizontales (Elshatory et al., 2007). En los mutantes de reparacion
del DNA SCID (Fig. 4.6 B) y pol u”" (Fig. 4.6 D), asi como en el mutante rag 2, (Fig. 4.6 F), se
aprecié un mayor nimero de neuronas muertas que en sus estirpes control (Fig. 4.6 A, C y E).
La cuantificacion demostré que el incremento de muerte en esta poblacién de neuronas era
estadisticamente significativo en los tres mutantes (Fig. 4.7 A), aunque el numero total de
células Islet 1/2 positivas no varié (Fig. 4.7 B). Resulta interesante que, a pesar de que rag 27
presente un fenotipo opuesto a SCID y pol u"‘ en cuanto al numero de focos de reparacion del
DNA presentes, el fenotipo de los tres mutantes tenga consecuencias en la supervivencia

neuronal.

+"<1'J' A
) 2,04
+
QJ *
B 157 .
1
T
= 1,04
-
|_ *
w 054 =
o
=
D
o 010 T T l L T "|
= WT1 SCID WT2 polu™ WT3 rag2™
B
8000+
o~
E 6000
] T
= 1
o
w4000
w
@
>
o 2000+
@]
0

L T T T
WT1 SCID  WT2 polu”™ WT3 rag2™-

FIGURA 4.7 — INCREMENTO DE LA MUERTE NEURONAL EN MUTANTES DEFICIENTES EN NHEJ Y RAG-2.

(A) Numero de células con doble marcaje Islet 1/2 y TUNEL respecto al total de células Islet 1/2 detectadas y (B)
densidad de neuronas lIslet 1/2 positivas en retinas montadas en plano de ratones mutantes SCID, pol p”" y rag 2", y
sus respectivas cepas control. Se estudiaron 4 campos por retina, procedentes de 4 a 10 animales de E13,5 por cepa.
WT1 - Balb/c, WT2 - C57BI/6, WT3 - C57BI/10. Las barras representan la media y el error estandar. *p<0,05.
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Muerte celular en las células ganglionares en ausencia de la DNA
polimerasa p.

En el mutante pol u”‘, caracterizamos mas en profundidad el incremento en la muerte neural
que tiene lugar en E13,5. Buscamos si la poblacion de células ganglionares estaba
especificamente afectada, usamdo como marcador el factor de transcripcion neuronal Brn3a,
que comienza a expresarse en E12,5 e interviene en la diferenciacion tardia de una

subpoblacion de células ganglionares (Badea et al., 2009).

Combinamos la inmunofluorescencia contra este factor con la técnica TUNEL para detectar la
muerte celular tanto en retinas montadas en plano (Fig. 4.8 A-B), como sobre células
disociadas de retina de E13,5. Obtuvimos resultados similares en ambos casos: la ausencia de
la polimerasa u, en retinas montadas en plano, se asoci6 a un incremento de la apoptosis de
las células ganglionares (Fig. 4.8 C) que, en células disociadas, fue estadisticamente
significativo (Fig. 4.8 D). La evaluacion de estos experimentos junto con los que los que
realizamos con lIslet 1/2 (Figs. 4.6 y 4.7), sugiere que la poblacién neuronal de la retina de
E13,5 y, en concreto, las células ganglionares, son sensibles a la falta de reparacion y de

generacion de roturas en el DNA.
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FIGURA 4.8 — INCREMENTO DE LA MUERTE CELULAR EN LAS CELULAS BRN3A POSITIVAS EN EL RATON pol p .

(A-B) Inmunofluorescencia del factor de transcripcion neuronal Brn3a (rojo) y de células apoptéticas (TUNEL, verde;
las doblemente marcadas se sefialan con una flecha blanca) en retinas en plano de ratones pol p - y su cepa control.
(C) Densidad de células TUNEL-Brn3a positivas en retinas de E13,5 montadas en plano. Se analizaron 4 campos por
retina procedentes de 6 animales de E13,5 por cepa. (D) Porcentaje de células TUNEL-Brn3a positivas respecto al
total de células Br3a en células disociadas de retinas de E13,5. Se analizaron 6 animales silvestres y 8 mutantes a
E13,5, examinando un minimo de 200 células por retina. WT3-C57BI/6. Barra de escala, 50 um. Las barras en (C,D),
representan la media y el error estandar. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.
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Estos resultados nos hicieron plantear si los problemas de viabilidad serian especificos de
neuronas o si afectarian también a otras subpoblaciones celulares de la retina en desarrollo.
Para comprobarlo, decidimos evaluar la muerte celular por separado en las dos poblaciones
principales de la retina de E13,5: precursores neurales (aun proliferativos) y neuronas recién

diferenciadas.

Con el fin de definir ambas poblaciones, hicimos una aproximacion semicuantitativa: realizamos
una inmunofluorescencia en células disociadas de retina con anticuerpos para PCNA (antigeno
expresado por células en proliferacion) (Fig, 4.9 A-B y E) o contra el marcador neuronal Tuj-1,
caracteristico de de la primera oleada de diferenciacion neural (Sharma and Netland, 2007),
presente en células de la retina desde E11 (Philips et al., 2005) y, a esta edad, principalmente
asociado a células ganglionares tempranas (Watanabe et al., 1991) (Fig. 4.9 C-E). Evaluamos
la muerte asociada a ambas subpoblaciones por medio de la técnica TUNEL (Fig. 4.9 B y D).
También cuantificamos las neuronas Tuj-1 positivas recién salidas del ciclo celular, que aun
conservaban la expresion del antigeno proliferativo (Fig. 4.9 H). En el mutante pol u"' no se
observaron alteraciones en el nimero ni en la viabilidad de las células en proliferacion (Fig. 4.9
F). Por el contrario, si se observd un incremento de la muerte neuronal, asociado a un
descenso del numero total de neuronas Tuj-1 positivas (Fig. 4.9 G). Estos datos sugieren que
el déficit de Pol u no altera por igual la viabilidad de todas las células de la retina, sino que

afecta especificamente a neuronas recién diferenciadas, llegando a alterar el nimero total de la

poblacién de neuronas Tuj-1 positivas.
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FIGURA 4.9 — INCREMENTO ESPECIFICO DE LA APOPTOSIS EN LA POBLACION DE NEURONAS JOVENES DEL
MUTANTE pol p--.

(A-E) Inmunofluorescencia de células proliferativas (PCNA positivas, rojo, A, B, E), neuronas diferenciadas (Tuj-1
positivas, cian, C-E) y apoptosis (técnica TUNEL, verde, B, D) en animales pol p"' y sus controles. (F, G)
Porcentaje total de cada tipo celular y porcentaje de apoptosis en cada subpoblaciéon (H) Porcentaje de neuronas
recién diferenciadas que retienen marcadores de proliferacién. Se analizaron células disociadas de retinas de 5 a
8 ratones de E13,5, estudiando un minimo de 150 células de cada animal. WT2-C57BIl/6. Barra de escala, 10 um.
Las barras en (F-H) representan la media y el error estandar. *p<0,05.
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4 - NAVEGACION AXONAL EN LA RETINA DE MUTANTES
DEFICIENTES EN DNA-PK, POL pn Y RAG-2.

Ya que los mutantes de generacion y reparacion de DDSBs comparten el déficit de viabilidad
de las células ganglionares, nos planteamos si la diferenciacion de las RGCs estaria también
afectada. Las células ganglionares son las unicas neuronas de proyeccion de la retina;

presentan un axon tipico, y comienzan a emitirlo segun se diferencian.

Trayectoria axonal in vivo en ausencia de RAG-2 Y NHEJ: evaluacién en
los mutantes SCID, pol u/-y rag 2-/-.

FIGURA 4.10 — ALTERACIONES EN LA FASCICULACION AXONAL EN MUTANTES DEFICIENTES EN RAG-2 Y NHEJ.

(A-F) Inmunofluorescencia con Tuj-1 (rojo) en retinas montadas en plano de estadio E13,5 procedentes de los
mutantes SCID, pol u'/' y ragZ’/' (B, D, F) comparados con sus respectivas cepas silvestres (A, C y E). Se observa la
navegacion de los axones hacia la salida del nervio 6ptico (sefializado con un asterisco). Se analizaron de 5 a 8
animales de E13,5 por cepa. WT1 - Balb/c, WT2 - C57BI/6, WT3 - C57BI/10. Barra de escala, 50 um.
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Para visualizar in vivo la trayectoria de los axones de las células ganglionares, realizamos
inmunotinciones con Tuj-1 en retinas montadas en plano de embriones E13,5, comparando las
retinas de animales mutantes SCID, pol "y rag 2" (Fig.4.10). Observamos evidentes fallos en
la fasciculacion y la orientacién de los axones, mas frecuentes en los modelos mutantes (Fig.
4.10 B, D, F) que en sus respectivas cepas silvestres (Fig. 4.10 A, C, E). Tanto los mutantes en
la reparacion de roturas del DNA SCID (Fig. 4.10 B) y pol p” (Fig. 4.10 D) como RAG-2 (Fig.
4.10 F) presentaron alteraciones similares, lo que parece sugerir que la ausencia de estas
proteinas comparten repercusiones comunes en el proceso de la axonogénesis de las células

ganglionares.

Emision de neuritas in vitro en ausencia de RAG-2 Y NHEJ: evaluacion en
los modelos SCID, pol u/-yrag 2-/-.

Nos preguntamos si el fenotipo encontrado en los axones de las células ganglionares en estos
tres mutantes dependeria de otras sefiales o estimulos extrenos o si seria autbnomo celular.
Para analizarlo, se realizaron cultivos primarios de los progenitores neurales presentes en la

retina de estadio E13,5 y se analiz6 la emisién de neuritas.

Los cultivos se realizaron sobre soportes comerciales en un medio definido, favoreciendo la
diferenciacion neuronal y la emision de neuritas. La neuritogénesis se evaluo tras 18 y 24 horas
de cultivo por medio de la tincién con el anticuerpo contra B-1lI tubulina (Tuj-1). Se estudiaron
exclusivamente células aisladas, para minimizar en lo posible la influencia de las células
circundantes en la emisién de las neuritas. Tras 18 horas de cultivo, en los tres mutantes se
observé una menor longitud media de las neuritas que en sus controles (Fig. 4.11 A, C, E),
aunque a las 24 horas esta diferencia se compensé en los mutantes de reparacion SCID y pol
u” (Fig. 4.11 B, D), e incluso se invirti en el ratén rag 2 (Fig. 4.11 F). La distribucion de las
longitudes de las neuritas en los tres mutantes fue similar a la observada en sus respectivas
estirpes silvestres: Todos los mutantes fueron capaces de emitir neuritas de 120 um o mas, lo
que parece indicar que la diferencia en la longitud media no se debe a un defecto severo en la

capacidad de emision de las neuritas, sino posiblemente a un retraso en su emision.

102



RESULTADOS

18h A 24h B
‘E 1004 "\\ 3 Long. media/célula. E 1007 = 3 Long. media/célula
= =
3 80 b WT1 49,03 um E 804 WT1 [ 49,55 im
c scio - c \ scio JEEA
S 604 c 604 !
Q "-. s
E 404 % 404
3 20 \L 2 20 &
o i | : 8 !
Be G T T T. SE 0 T 1 1 .---- —
>0 >40 >80 >120 >160 >0 >40 >80 >120 >160
Longitud de las neuritas (um) Longitud de las neuritas (MmM)
18h C 24h D
@ 100 Long. media/célula @ 1007 Long. media/célula
5 80 WT2 | 5611 um | 5 80 Wr2 | 6297um |
Q LR  5408.um [ P [T 5037 um
c 604 c 60
8 8
w407 w404
@ o
3 =3
o 204 o 204
o) 0]
&) o
B‘e T T T T 39" 0 T T 1 T
>0 >40 >80 >120 >160 >200 >0 >40 >80 >120 >160 >200
Longitud de las neuritas (um) Longitud de las neuritas (um)
18h E 24h F
@ 1007 Long. media/célula - 100+ Long. media/célula
g 80- WTS_J_ {1 5604um | 5 804 WI'E;J_ 1 55,42 ym ?
c rag2” - ?:J rag2” - .
c 601 oy - 604
3 3
o 404 - o 401
o © T
=5 =
o) 20 ] 20 he
o O
Be 0 T T T T L B‘o- C T
>0 >40 >80 >120 >160 =0 >40 >80 >120 >160
Longitud de las neuritas (um) Longitud de las neuritas (MM)

FIGURA 4.11 — DISTRIBUCION DE LA LONGITUD DE LAS NEURITAS EN MUTANTES DE LA VIA NHEJ Y RAG-2.

(A-F) Distribucién de la longitud de las neuritas en intervalos de 20 um y longitud media de las neuritas emitidas en
cultivos primarios de retinas murinas de E13,5 tras 18 (A, C, E) y 24 horas (B, D, F) de incubacién en los mutantes
SCID (A-B), pol p"" (C-D) y rag2” (E-F) y sus respectivas cepas silvestres. Las barras horizontales muestran la
longitud media de las mismas. Se analizaron de 3 a 6 animales por cepa, examinando un minimo de 400 células por
cultivo. WT1 - Balb/c, WT2 - C57BI/6, WT3 - C57BI/10. Las barras representan la media y el error estandar. *p<0,05;

**p<0,01; ***p<0,001.

Al estudiar la neuritogénesis en el cultivo, observamos que las células Tuj-1 positivas de los
mutantes deficientes en NHEJ parecian tener alteraciones mas severas en la direccionalidad
de las neuritas que los silvestres. Mientras que los precursores neurales en cultivo, al

diferenciarse, emiten habitualmente una Unica proyeccién que se extiende de manera rectilinea
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(Fig. 4.12 A, 413 A, y 414 A), en los mutantes, observamos una mayor frecuencia de

anomalias en su la emision de las neuritas.

Caracterizamos estas alteraciones en los mutantes de reparacion SCID (Fig. 4.12) y pol 1"
(Fig. 4.13), en el mutante rag2"' (Fig. 4.14), y en sus cepas control, clasificandolas en los
siguientes tipos: autocontactos, giros bruscos, células con neuritas ramificadas o con mas de
una neurita y células sin neuritas. Observamos que el porcentaje de células que emitian
neuritas frente a las que no lo hacian no estaba alterado en ninguno de los tres mutantes, (Fig.
412 F, 413 F y Fig. 4.14 F). Sin embargo, detectamos un incremento en el nimero de auto-
contactos de las neuritas con sus somas en los tres mutantes (Fig. 4.12By F,4.13 By F y Fig.
4.14 B y F). En los mutantes pol/ y”' y rag 2" también se observo un aumento significativo de
neuritas que cambiaban bruscamente su rumbo (Fig. 413 Cy F, y Fig. 414 Cy F), y en el
mutante SCID se apreci6é una tendencia en el mismo sentido (Fig. 4.12 C y F). Ademas, dos de
los mutantes estudiados, pol 4"y rag 2", presentaron alteraciones en la ramificacién de sus
neuritas (Fig. 412D vy F, y Fig. 4.14 D y F). Por ultimo, aunque no cuantificado, se observo
que las neuritas de los cultivos de rag 2" presentaban un cono de crecimiento de las neuritas

mucho mas “difuso” que el de su estirpe silvestre (Fig. 4.14 B).
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FIGURA 4.12- ALTERACIONES EN LA EMISION DE NEURITAS EN EL MUTANTE SCID.

(A-E) Inmunofluorescencia con Tuj-1 (rojo) en células procedentes de cultivos primarios de retinas de E13,5 de
ratones SCID y silvestres tras 24 horas de incubacion. Se observan (A) células con neuritasy (B-D) alteraciones
en su emision: (B) autocontactos, (C) cambios de direccion, (D) ramificacion de las neuritas y (E) células sin
neurita. (F) Cuantificacion del porcentaje de cada evento y del numero de ramificaciones por célula respecto al
total de neuronas Tuj-1 positivas. Se analizaron 6 animales por cepa, examinando un minimo de 400 células por
cultivo. WT1-Balb/C; CN-Células con neuritas; AC-Autocontactos; GB-Giros bruscos; CR-Células ramificadas; SN-
Sin neurita. Las barras representan la media v el error estandar. *p<0.05.
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FIGURA 4.13- ALTERACIONES EN LA EMISION DE NEURITAS EN EL MUTANTE pol p-.

(A-E) Inmunofluorescencia con Tuj-1 (rojo) en células procedentes de cultivos primarios de retinas de E13,5 de
ratones pol u” y silvestres tras 24 horas de incubacion. Se observan (A) células con neuritas y (B-D) alteraciones
en su emision: (B) autocontactos, (C) cambios de direccion, (D) ramificacion de las neuritas y (E) células sin
neurita. (F) Cuantificacion del porcentaje de cada evento y del nimero de ramificaciones por célula respecto al
total de neuronas Tuj-1 positivas. Se analizaron 6 animales por cepa, examinando un minimo de 400 células por
cultivo. WT2— C57BI/6; CN-Células con neuritas; AC-Autocontactos; GB-Giros bruscos; CR-Células ramificadas;

SN-Sin neurita. Las barras representan la media y el error estandar. *p<0,05.
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FIGURA 4.14- ALTERACIONES EN LA EMISION DE NEURITAS EN EL MUTANTE rag 2--.

(A-E) Inmunofluorescencia con Tuj-1 (rojo) en células procedentes de cultivos primarios de retinas de E13,5 de
ratones rag 2 y silvestres tras 24 horas de incubacion. Se observan (A) células con neuritas y (B-D) alteraciones
en su emision: (B) autocontactos, (C) cambios de direccion, (D) ramificacion de las neuritas y (E) células sin
neurita. (F) Cuantificacion del porcentaje de cada evento y del nimero de ramificaciones por célula respecto al
total de neuronas Tuj-1 positivas. Se analizaron 6 animales por cepa, examinando un minimo de 400 células por
cultivo. WT3- C57BI/10; CN-Células con neuritas; AC-Autocontactos; GB-Giros bruscos; CR-Células ramificadas;
SN-Sin neurita. Las barras representan la media y el error estandar. *p<0,05.
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Estos resultados concuerdan con las alteraciones en la emisién axonal observadas in vivo y
corroboran que la ausencia de las proteinas de reparacién de roturas al DNA Pol x4y DNA-
PKcs interfiere con el guiado de los axones de las células ganglionares. La aparicion de las
alteraciones en célula aisladas apuntan a que el proceso podria ser autdmo celular. La

ausencia de RAG-2, tanto in vivo como in vitro, parece interferir en el mismo proceso.

Distribucion de las RGCs en ausencia de la DNA polimerasa p.

Como hemos demostrado, los mutantes en generacion y reparacion de DDSBs comparten un
problema en la emisién axonal. Dado que las células ganglionares, durante su desarrollo, tras
abandonar el ciclo celular, utilizan la emisidon de su axén para ayudar a la migraciéon de su
nucleo hasta su capa definitiva, (Galli-Resta et al., 2008), nos preguntamos si estos mutantes

podrian presentar alteraciones en la disposicion final de las células ganglionares.

En este estudio, analizamos la localizacién de las células ganglionares recién diferenciadas en
cortes transversales de retina de E13,5 del raton deficiente para la DNA polimerasa u,
estudiando el area cubierta por el frente de diferenciacion (los somas de las neuronas en torno
a la lamina basal) y la cantidad de neuronas diferenciadas fuera de éste. Identificamos las
neuronas diferenciadas por inmunotincion con Tuj-1 y determinamos el frente de diferenciacion
usando un método de deteccidn automatica. Este método nos permitié definir el borde del
frente de diferenciacion y cuantificar la superficie cubierta por el frente (Ver materiales y
Métodos, apartado de deteccién automatica de bordes de superficies). Cuantificamos también
el ancho del neuroepitelio midiendo la distancia del frente de diferenciacién al borde opuesto de
la retina (Fig. 4.15 C). Consideramos ectdpicas las células Tuj-1 positivas no incluidas dentro

del frente de diferenciacion (Fig. 4.15 B, flechas).

En los animales silvestres, los somas de las RGCs se distribuyen fundamentalmente en la cara
interna de la retina, en la posicion que conformara la GCL en el adulto, formando un frente
definido asociado a su diferenciacién (Fig. 4.15 A). En las retinas de E13,5, de manera
ocasional, se observan distribuidas en el neuroepitelio indiferenciado algunas RGCs que aun
no han alcanzado su posicién final, pero que ya han comenzado su diferenciacion y expresan
marcadores neuronales como Tuj-1. En el mutante carente de la polimerasa pn, parece haber
menos RGCs en la cara interna de la retina (Fig. 4.15 B), observandose una disminucién del
area del frente de diferenciacién (4.15 C), y un engrosamiento del neuroepitelio indiferenciado
(Fig. 4.15 C). El mutante, ademas, presentd mas células ectépicas distribuidas por el
neuroepitelio (Fig. 4.15 B, flechas y 4.15 E), sugiriendo que en los ratones pol p"', el proceso de

migracién aun no ha concluido.

Estos datos implican que la falta de la polimerasa p no solo interfiere con la emision axonal,

sino también con el posicionamiento de las células ganglionares en su capa.
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FIGURA 4.15 - DISTRIBUCION DE CELULAS GANGLIONARES EN SECCIONES DE RETINA DEL MUTANTE pol u-

(A, B) Inmunotincién con Tuj-1 (rojo) en secciones transversales de retinas de E13,5 del ratén pol/ u"' y su estirpe
silvestre. Neuroepitelio delimitado por linea de puntos. i- Cara interna de la retina. e- Cara externa de la retina. El
area de retina cubierta por el frente de diferenciacion neural fue detectada automaticamente (linea discontinua). Las
flechas sefalan células localizadas fuera del frente de diferenciacion. (C) Medida del grosor del epitelio indiferenciado
(distancia del frente de diferenciacion a la cara externa de la retina). (D) Cuantificacion del area de retina cubierta por
el frente de diferenciacion neural (area del frente de diferenciacion a la cara interna de la retina). (E) Cuantificacion
de células ectopicas en el neuroepitelio. El asterisco en A y B sefaliza el nervio dptico. Barra de escala, 100 um. WT-
C57BL/6. Las barras representan la media y el error estandar. *p<0,05; **p<0,01.

5 - DISTRIBUCION DE LAS PROTEINAS DE GUIA AXONAL L1CAM y
BRAVO EN AUSENCIA DE DNA-PK, POL p Y RAG-2.

Las alteraciones observadas en la emision de los axones de las RGCs sugerian problemas en
la expresiébn o en el reconocimiento de sefiales de guia axonal durante la diferenciacién
neuronal. Las proteinas de guia se expresan en el axén de la propia célula ganglionar e
interactuan con las expresadas en los axones de otras células ganglionares, y en otros tipos
celulares préximos, como las células gliales. Por ello, estudiamos estas moléculas en nuestros

modelos mutantes.
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Distribucion de las proteinas de guia axonal LICAM Y BRAVO:
evaluacion en los ratones SCID, pol u/-y rag 2-/-.

Decidimos analizar la implicacién de la generacion y reparacion de DDSBs sobre el proceso de
guia axonal, estudiando dos de las principales proteinas implicadas en la génesis de los

axones y navegacion axonal en la retina: LICAM y BRAVO (Sakurai, 2012).

Evaluamos la distribucion de la proteina L1CAM en los mutantes SCID, pol p”' y rag 2" por
inmunofluorescencia, analizando retinas montadas en plano de E13,5. Tanto en los animales
deficientes en reparacion de roturas (SCID (Fig. 4.16 D) y pol p"' (Fig 4.16 E), como en el
carente de RAG-2 (Fig. 4.16 F) se observaron alteraciones severas en la distribuciéon en plano
de L1CAM, similares a las observadas en la distribucién en plano de los axones de las

ganglionares (Fig.4.12).

FIGURA. 4.16 - LLCAM ENRATONES MUTANTES DEFICIENTES EN NHEJ.

(A-F) Inmunofluorescencia de la proteina de guia axonal L1CAM en retinas montadas en plano de estadio E13,5
procedentes de los ratones mutantes rag2-/-, SCID y pol u” (D, E, F) comparados con animales silvestres de sus
respectivos fondos genéticos (A, B, C). Se analizaron un minimo de 5 animales por cepa. WT1 - C57BI/10 WT2 -
Balb/c, WT3 - C57BI/6. Barra de escala — 50 um.
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De manera similar, analizamos la expresion de BRAVO por inmunofluorescencia en los
mutantes de reparacion de DDSBs (Fig. 4.17). Tanto en el ratéon SCID (Fig. 4.17 D) como en el
modelo pol u"', (Fig. 4.17 E) las alteraciones en la distribucion de L1CAM coincidieron con
cambios en la distribucién de BRAVO, especialmente evidentes en la zona central de la retina,
proximas a la salida del nervio 6ptico (Fig. 4.17 D-E), donde se detecté una distribucion mucho
menos homogénea y mas acicular que en los ratones silvestres (Fig. 4.17 A-B). El mutante
ragZ"' (Fig. 4-18 E) también presento alteraciones en la distribucién de BRAVO en la entrada al

nervio Optico muy similares a las observadas en los mutantes de reparacioén (Fig. 4.17 D-E).

Estas observaciones indican que la falta de las proteinas de reparacion del DNA DNA-PKcs y
Pol p, asi como la de RAG-2, altera la distribucion de las proteinas de guia axonal L1CAM y
BRAVO, lo que podria repercutir en la conduccién de los axones hacia los nucleos visuales

primarios.

FIGURA 4.17 — BRAVO EN RATONES MUTANTES DEFICIENTES EN NHEJ.

(A-F) Inmunofluorescencia de la proteina de guia axonal BRAVO en retinas montadas en plano de estadio E13,5
procedentes de los ratones mutantes SCID, pol p"' y ragZ"' (D, E, F) comparados con animales silvestres de sus
respectivos fondos genéticos (A-C). Se analizaron de 6 a 8 animales por cepa. WT1 -Balb/c, WT2 - C57BI/6, WT3
— C57BL/10. Barra de escala — 50 pm.
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Asociacion de las proteinas de guia axonal LLCAM Y BRAVO al frente de
diferenciacion en ausencia de la DNA polimerasa p.

A continuacion, determinamos si estos defectos en la distribucidén de proteinas de guia axonal
se relacionaban con las alteraciones en la localizacion de las neuronas diferenciadas. Para ello,
estudiamos la distribucion de las proteinas de guia axonal L1CAM y BRAVO en secciones
transversales de retina, utilizando embriones pol u”' de E13,5. Detectamos automaticamente el

borde del frente de diferenciacion y el area cubierta por éste utilizando el sistema de deteccién

de bordes comentado anteriormente.
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FIGURA 4.18 — DISTRIBUCION DE LAS PROTEINAS BRAVO Y L1CAM EN SECCIONES DE RETINA DEL MUTANTE
PARA LA DNA-POLIMERASA p.

(A,D) Inmunotinciéon de las proteinas de guia axonal BRAVO (A, B) y L1CAM (C-D) en secciones transversales de
retinas de E13,5 de ratones pol u”' (B,D) y su estirpe silvestre (A,C). Neuroepitelio delimitado por linea de puntos. i-
Cara interna de la retina. e- Cara externa de la retina. El area de retina cubierta por el frente de diferenciacién neural
fue detectada automaticamente (linea discontinua). Las flechas sefialan células localizadas fuera del frente de
diferenciacion. (E,G) Cuantificacion del area de retina cubierta por el frente de diferenciacion neural (area del frente
de diferenciacion a la cara interna de la retina). (F,H) Cuantificacion de células ectdpicas en el neuroepitelio
indiferenciado. El asterisco en (A-D) representa el nervio 6ptico. Barra de escala — 100 um. WT2-C57BL/6. Las
barras representan la media y el error estandar. ***p<0,001.
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Se observoé que el ratén pol u'/' presentaba un descenso del area cubierta por BRAVO en torno
al frente de diferenciacién (Fig. 4.18 A-B, linea discontinua, y E) y un incremento de células
ectépicas L1CAM positivas en el neuroepitelio (Fig. 4.18 C-D, flechas, y H); los mismos tipos de

alteraciones descritos en las células Tuj-1 positivas en el apartado 4.

Al observar que la ausencia de la polimerasa p afectaba a la distribuciéon de las dos proteinas
de guia axonal, intentamos usar técnicas que nos permitieran obtener una cuantificacion
relativa de estos cambios. Para ello, analizamos por Western Blot la expresion de BRAVO (Fig.
4.19 A) y L1CAM (Fig. 4.19 B) en retinas de embriones po/ p"' de E13,5. Sin embargo, por esta
técnica no detectamos cambios en la cantidad total de proteina entre el mutante y su control

silvestre.

Estudiamos también por Western blot si habia cambios en alguna de las distintas isoformas de
L1CAM (Fig. 4.19 A) y BRAVO (Fig. 4.19 B), sin observar diferencias entre los ratones carentes
de la DNA polimerasa p y sus controles. Laextraccion secuencial de estas proteinas para
evaluar cambios entre difeentes compartimentos celulares tampoco revelé6 cambios entre las

mismas (no se muestra).

Dado que por ninguno de los métodos empleados se detectaron cambios significativos en la
cantidad total de proteinas de guia axonal analizadas, es probable que los cambios en L1CAM
y BRAVO asociados al mutante pol u-/- sean solo de distribucién. Estos analisis en conjunto
parecen indicar que la falta la polimerasa p, afecta a la localizacion en las neuronas
diferenciadas (Fig. 4.15), y a la distribucion, pero no la cantidad, de L1CAM y BRAVO (Fig.
4.19).
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FIGURA 4.19- ESTUDIO POR WESTERN BLOT DE LAS PROTEINAS DE GUIA AXONAL LICAM Y BRAVO.
(A,B) Western Blot representativo de las proteinas de guia axonal BRAVO (A) y L1CAM (B) en retinas de E13,5 de

ratones pol p"'. Se muestran extractos de proteina total y extractos con las isoformas disociadas. Se cargaron
homogeneizados de 5 a 8 retinas por pocillo, repitiendo cada blot un minimo de 3 veces. WT2-C57BL/6.
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6 -ALTERACIONES EN LA RETINA ADULTA ASOCIADAS A
DEFICIENCIAS EN LA DNA POLIMERASA p.

Hemos visto que la neurogénesis y la axonogénesis de las células ganglionares durante el
desarrollo temprano de la retina requiere la correcta actividad de DNA-PKcs y Pol p en la
reparacion de roturas del DNA. Nos preguntamos si los defectos en estas proteinas tendrian
alguna consecuencia posterior en la estructura de la retina o en el desarrollo de otros tipos
celulares mas tardios. Para comenzar a evaluar este punto, abordamos el estudio de la retina

adulta en el ratén pol u”".

Estructura de la retina y densidad de RGCs en la retina embrionaria y
adulta en ausencia de la DNA polimerasa p.

Durante el desarrollo embrionario, habiamos observado un incremento en la muerte celular
programada asociado a la falta de la DNA polimerasa p. Evaluamos si ese incremento de la
apoptosis se reflejaba en cambios de la estructura laminar de la retina comparando la retina

embrionaria a E13,5 y la retina de ratones adultos de 3 meses de edad.

Cuantificamos el niumero de filas de nucleos presentes en la retina central a la altura del nervio
optico. En el ratén pol p”' de E13,5 detectamos un pequefio pero consistente descenso del
numero total de filas de nucleos (Fig. 4.20 A) respecto a su cepa control. Por el contrario, en el
modelo mutante adulto no se observaron cambios en el numero total de filas de nucleos de la
retina central, (p= 0,1026), ni tampoco evaluandolo por separado en las distintas capas

nucleares de la retina (Fig. 4.20 B).

También estudiamos la evolucion en el tiempo del numero de células ganglionares a través de
su marcador especifico Brn3a, cuya expresién comienza en E12,5 y esta presente en la edad
adulta en el 74% de las células ganglionares (Nadal-Nicolas et al., 2012). Cuantificamos la
densidad de células Brn3a positivas por inmunotincion de retinas montadas en plano de
animales carentes de la DNA polimerasa y embrionarios y adultos. En ratones de E13,5,
detectamos una mayor densidad de esta poblacion neuronal en el modelo nulo pol u” (Fig.
4.20 C), de explicacién no clara. Sin embargo, al realizar este mismo experimento en ratones
adultos (P90), no observamos cambios (Fig. 4.20 D), lo que podria indicar la existencia de un

mecanismo de compensacion.

En estudios anteriores del grupo, en el mutante po/ u'/' a E18,5 se detectd una disminucién en
el numero de axones que decusan ipsilateralmente a nivel del nucleo geniculado lateral. Sin
embargo, en el animal adulto, el trazado retrogrado de la via 6ptica con toxina colérica no

revelé cambios en la decusacion a nivel de ninguno de los nucleos visuales primarios (estudio
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en colaboracion con el Prof. Pedro de la Villa, no mostrado). En resumen, a pesar de haber
detectado un claro fenotipo neural embrionario en el ratébn mutante pol p”', varios de estos

cambios neuronales revierten al llegar a adulto.
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FIGURA 4.20 - DIFERENCIAS DE FENOTIPO EN LA RETINA DEL RATON pol p’- EMBRIONARIO Y ADULTO.

(A,B) Cuantificaciéon del numero de capas de nucleos presentes en secciones longitudinales de la retina de ratones
pol u’/' embrionarios (E13,5) y adultos (P90, capas analizadas individualmente). (C,D) Cuantificacion de la
densidad de neuronas Br3a positivas en retinas montadas en plano de ratones po/ u"’ embrionarios (E13,5) y
adultos (P90). ONL-capa nuclear externa; INL-capa nuclear interna, GCL-capa de células ganglionares; WT-
C57BL/6. Las barras representan la media y el error estandar. *p<0,05;

Distribucién de astrocitos en la retina adulta en ausencia de la DNA
polimerasa p.

Para evaluar mas en detalle el alcance de la ausencia de las proteinas de reparacion de
DDSBs en la retina, se procedié a estudiar en el animal pol p'/' adulto (P90) las poblaciones

celulares que se generan mas tardiamente: los astrocitos y la glia de Mdller.

Identificamos las células de la glia de Miller por su inmunoreactividad frente a CRALBP
(Cellular Retinaldehyde Binding Protein) (Bunt-Milam and Saari, 1983). Estudiamos esta
poblacion de células gliales en secciones transversales de retina central de P90, cuantificando
el numero de células positivas para CRALBP (Fig. 4.21 A-B). También cuantificamos el area y

la intensidad del marcaje en las mismas, por técnicas de procesado automatico de imagenes
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(ver material y métodos, deteccién automatica de areas complejas y cuantificacién automatica

de intensidad de fluorescencia) (Fig. 4.21 C-D).
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FIGURA 4.21 - GLIA DE MULLER EN SECCIONES DE RETINA DEL RATON pol u- ADULTO.

(A-B) Inmunofluorescencia de la glia de Muller (células CRALBP positivas, morado) en secciones transversales de
retina central del ratén pol p”~ a P90. A la derecha de cada seccion se muestra su tincion con DAPI (azul). (C,D)
Cuantificacion del area cubierta por CRALBP (C) y la intensidad de fluorescencia de su marcaje (D). ONL-capa
nuclear externa; INL -capa nuclear interna, GCL-capa de células ganglionares; WT-C57BL/6. Barra de escala- 75
um. Las barras representan la media y el error estandar.

En éste experimento los cambios en el mutante en el numero total de células de la glia de

Muller y en el &rea cubierta por las mismas no llegaron a ser significativos.

La poblacion de astrocitos la estudiamos por inmunotinciéon de GFAP (Glial Fibrilar Acidic
Protein)(Eng et al., 2000), analizando la densidad y morfologia de los astrocitos en el mutante
pol ,u'/' adulto tanto en regiones centrales y periféricas de retinas montadas en plano (Fig. 4.22
A-B, D-E) como en secciones de retina central (Fig. 4.27 I-J). En ellas, cuantificamos
automaticamente el area cubierta por los astrocitos (Fig. 4.22 A, K). Asimismo, evaluamos el
numero de ramificaciones de cada astrocito contando el nimero de intersecciones de sus
ramificaciones con un circulo de 10 um de diametro centrado en el nucleo de la célula. (Fig.
4.22 G). Con este abordaje revelamos que el raton carente de Pol u presenta alteraciones
morfolégicas en la poblacion astroglial: En el estudio sobre secciones no se observan patrones
de gliosis reactiva (Fig. 4.22 I-K), pero en el abordaje en plano, tanto en la regién central de la
retina como en la periferia de la misma, los astrocitos del mutante son atréficos, ya que
aparecen mas engrosados y, en la retina periférica, tienen las proyecciones mas acortadas que

en el control silvestre. Al cuantificar su niUmero y ramificaciones, en la retina del ratdn mutante

114



RESULTADOS

adulto se encontraron una menor densidad de astrocitos que en la retina silvestre (Fig. 4.22 A-

B y F), y un mayor nimero de ramificaciones por célula (Fig. 4.22 G-H).
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FIGURA 4.22 - ASTROCITOS EN EL RATON pol p- ADULTO.

(A-B, D-E, G, I-J) Inmunofluorescencia de GFAP (cian) en retinas de P90 de ratones pol u” y su estirpe
silvestre montadas en plano (A-B, campos de retina central; D-E, campos de retina periférica) y en secciones
de retina central (I,J, a la derecha de cada seccion se muestra en azul su tincién con DAPI). (C,K)
Cuantificacion del area cubierta por astrocitos, (F) de la densidad de astrocitos y (G-H) del numero de
ramificaciones de cada uno. El numero de ramificaciones se determin6 contando las intersecciones de cada
astrocito con un circulo de 10 pum de didametro centrado en el ntcleo del astrocito (G, circulo blanco) en 5
ratones por cepa. WT-C57BI/6. ONL-Capa nuclear externa; INL-Capa nuclear interna; GCL-Capa de células
ganglionares. Barra de escala - 75 um. Las barras representan la media y el error estandar. *p<0,05. 115
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Curiosamente, ambos fendmenos parecen compensarse mutuamente, ya que el area cubierta
por los astrocitos (Fig. 4.22 C) es idéntica en el animal silvestre adulto (Fig. 4.22 A,D), que en
el nulo (Fig. 4.22 B,E). Estos resultados indican que la ausencia de la DNA polimerasa p afecta

al numero y la morfologia de los astrocitos de la retina adulta.

Disposicion de los vasos sanguineos en la retina adulta del ratén pol p-.
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FIGURA 4.23 - HIPERVASCULARIZACION EN LA RETINA DEL RATON pol p- ADULTO.

(A-D) Retinas de P90 de pol p” y su estirpe silvestre, montadas en plano y procesadas para
inmunofluorescencia. (A-B, cian) Inmunofluorescencia de la poblacién de astrocitos GFAP positiva. (A-B, rojo;
C-D, negro) Inmunofluorescencia de la distribucion de vasos sanguineos PECAM positiva. (E) Cuantificacién del
area cubierta por los vasos. WT-C57BI/6. Barra de escala - 75 um. *p<0,05.
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La formacion de los astrocitos y de la arteria de la retina discurre paralelamente en el tiempo y
en el espacio. Ademas, desde el punto de vista molecular, ambos procesos se encuentran
intimamente relacionados (Gariano, 2003, Tao and Zhang, 2014). Por ello, nos planteamos si la
afectacion de los astrocitos podria ir acompafiada de alteraciones en la angiogénesis de la
retina. Para evaluarlo, revelamos los vasos sanguineos de la retina por inmunofluorescencia
contra PECAM (antigeno de células endoteliales) y comparamos su distribucion en plano con la

de los astrocitos (positivos para GFAP).

En retinas adultas, observamos que la distribucién de los vasos sanguineos en el animal
silvestre es mayoritariamente coincidente con la distribucion de los astrocitos. Por el contrario,
en el mutante pol u”' se observd una mayor abundancia de vasos sanguineos, tanto
secundarios como principales, que se extienden mas alla del entramado definido por los
astrocitos (Fig. 4.23 A-B).

Estudiamos la superficie cubierta por los vasos sanguineos en las retinas utilizando técnicas
de cuantificacion automatica de area analogas a las descritas en el apartado anterior. Con este
método, observamos que, en efecto, en ausencia de Pol u se produce una
hipervascularizacién: el area cubierta por vasos sanguineos en el animal mutante era mayor
que en el animal silvestre (Fig. 4.23 C-E), lo que sugiere indirectamente que la falta de la DNA

polimerasa p podria repercutir en la angiogénesis de la retina.

7- MICROGLIA EN LA RETINA EN DESARROLLO EN AUSENCIA DE
DNA-PK, POL p Y RAG-2.

Segun se describe en diversos estudios, los tres modelos mutantes estudiados comparten en la
edad adulta una alteracion severa del sistema inmune (Shinkai et al., 1992, Shultz et al., 1995,
Bertocci et al., 2003). Nuestro grupo analizdé preliminarmente el contenido de células del
sistema inmune innato (microglia) en estos mutantes durante el desarrollo de la retina
(Baleriola, 2008). En estos ensayos se vio que el mutante pol/ u'/' no presentaba cambios en la
cantidad de células Mac-I positivas (microglia ramificada), mientras que el mutante rag 2"

carecia completamente de esta poblacion microglial (Baleriola, 2008).
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Evaluacion de la microglia por tincién con lectina de tomate.

Analizamos mas en detalle la presencia y morfologia microglial durante el desarrollo de la
retina utilizando la lectina de tomate, que durante la embriogénesis esta reconocida como un
marcador general de microglia (Santos et al., 2008). Realizamos tinciones en retinas montadas
en plano de ratones SCID, pol p'/' y rag 2" de E13,5, contrastando su fenotipo con el de sus
controles silvestres (Fig. 4.24). En los tres mutantes, incluyendo a rag 2" detectamos una
poblacion de células microgliales positivas para lectina de tomate (Fig. 4.24 B,D,F). Estas
células presentan una morfologia alterada, mas ameboide y menos ramificada en los mutantes

SCID y rag2-/- (Fig. 4.24 B,F) , que en sus respectivas cepas silvestres (Fig. 4.24 AE).

FIGURA 4.24 — DETECCION DE MICROGLIA EN MUTANTES DE LA VIA NHEJ.
(A-F) Tincién con Lectina de tomate (TL) de retinas de E13,5 montadas en plano procedentes de ratones SCID, pol i’y rag2”

(B, D, F) y sus controles respectivos (A,C y D). El recuadro muestra la vista magnificada. WT1 -Balb/c, WT2 - C57BI/6, WT3 —
C57BL/10.Barra de escala, 100 um; 20 um en las magnificaciones.
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La cuantificacién de las imagenes demostré que el incremento de células con morfologia
ameboide, tipicas de estados indiferenciados de la microglia, era significativo en los dos
mutantes a E13,5 (Fig, 4.25 A, E). Evaluamos si se trataba de un retraso en su maduracion
estudiando la distribucion del mismo marcador en retinas de E14,5. Comprobamos que el
fenotipo asociado a las células positivas a lectinas de tomate también se mantenia a esta edad,

/-

aunque atenuado (Fig. 4.25 B,F). Sin embargo, el mutante po/ u no presenté cambios

significativos en esta poblacidon microglial a ninguna de las dos edades (Fig. A.24 y 4.25 C,D).
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FIGURA 4.25- DETECCION DE MICROGLIA AMEBOIDE EN MUTANTES DE LA VIA NHEJ.

(A-F) Cuantificacion del numero de células positivas para lectinas de tomate con morfologia ameboide, sin ramificar, respecto al
total de células microgliales positivas para lectinas de tomate presentes en la muestra. Se presentan contajes de los mutantes
SCID, pol u" y rag2™ y sus respectivas cepas control a E13,5 (A, C, E) y E14,5 (B, D, F). Se analizaron de 6 a 12 animales por
edad y cepa. WT1 -Balb/c, WT2 - C57BI/6, WT3 — C57BL/10. Las barras representan la media y el error estandar. * p<0,05.
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Los cambios en la morfologia de las células microgliales no correlacionaron con cambios en el
namero total de células microgliales a E13,5 en ninguno de los tres mutantes (Fig. 4.26 A),
aunque en E14,5, el mutante SCID presentd un incremento del numero de células positivas
para lectinas de tomate (Fig. 4.26 B). La densidad de células microgliales en E14,5 en este

mutante estaba, de hecho, mas proxima a la de su estirpe silvestre en E13,5 .
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FIGURA 4.26- DENSIDAD DE LA MICROGLIA AMEBOIDE EN MUTANTES DE LA VIA NHEJ.

(A-B) Cuantificacion de la densidad de células microgliales positivas para lectinas de tomate en los mutantes SCID, pol u”" y
rag2”' y sus respectivas cepas control a E13,5 (A) y E14,5 (B). Se analizaron de 6 a 12 animales por edad y cepa. WT1 -
Balb/c, WT2 - C57BI/6, WT3 — C57BL/10. Las barras representan la media y el error estandar. * p<0,05.

Intentamos averiguar si el mutante pol/ p"' presentaba también alguna alteracién, aunque menos
severa, en la morfologia microglial. Para ello, cuantificamos la arborizacién de las proyecciones
microgliales estudiando su distribucion a través de diversos circulos concéntricos centrados en
el nucleo celular (Fig. 4.27 A) (Ver métodos de cuantificacion manual de activacién de la
microglia). Con esta aproximacidon, el numero de ramas microgliales resultd ser
sistematicamente menor en el mutante carente de la DNA polimerasa p que en su control,
sugiriendo que, en conjunto, la microglia estaba menos arborizada en el mutante, aunque los

cambios no llegaron a ser significativos a nivel de ninguno de los anillos analizados.
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FIGURA 4.27 — MICROGLIA DE LA RETINA EN AUSENCIA DE LA POLIMERASA p.

(A) Cuantificacion del numero y longitud de ramas en células positivas para Lectina de tomate (detalle, naranja) en
animales mutantes pol/ u”’ y su control silvestre. Se cuantificé por cada célula (90 células por animal) el nimero de
ramas secantes a cada uno de 9 circulos concéntricos, con diametros crecientes en intervalos de 10 um y
centrados en el nucleo de la célula. (B-C) Deteccion (flecha) y (D) cuantificacion de la actividad fagocitica de la
microglia en retinas montadas en plano procesadas por tincién con lectina de tomate (LT, naranja) y TUNEL
(verde). (E-F) Deteccidon y (G) cuantificaciéon de las células presentadoras de antigenos en retinas montadas en
plano procesadas por tincion contra inmunoglobulinas (verde). Los experimentos se realizaron en animales
mutantes pol u” y su control de E13,5 silvestre. Se utilizaron de 5 a 8 animales por experimento y cepa. Escala:
80 um en B-C y 100 um en E-F. Las barras en (A,D,G) representan la media y el error estandar. ***p<0,001.

Evaluamos también posibles cambios en la actividad microglial en el ratén po/ p”', estudiando la
capacidad fagocitica de la microglia en este mutante, cuantificando el numero de células

muertas (TUNEL positivas) englobadas por microglia (identificada por lectina de tomate) (Fig.
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4.27 B,C). No llegamos a obtener diferencias significativas, pero se observé una marcada

tendencia a la baja en las células fagociticas del mutante (Fig. 4.27D).

Por ultimo, evaluamos las células presentadoras de antigeno presentes en el raton pol u”' en
base a la presencia de receptores para inmunoglobulinas en su superficie. Realizamos una
inmunotincion en retinas montadas en plano a E13,5 (Fig. 4.27 E-F) y descubrimos que el ratén
mutante pol u”” presentaba menos células presentadoras de antigeno que su control (Fig. 4.27
G), aunque el numero de células con marcaje TUNEL englobadas por macréfagos no cambiaba

(datos no mostrados, p=0,3525).

En general, la morfologia de la microglia se ve alterada de manera similar en los ratones SCID
y rag2”. El fenotipo microglial se encuentra menos afectado en el mutante pol/ p” lo que podria
indicar que, en la microglia, la falta de RAG-2 y DNA-PK interfiriera con un proceso

independiente de Pol p.

Evaluacion de la microglia por marcaje con cd68.

Como se explicod en la introduccion, la microglia ameboide predomina en estadios tempranos
del desarrollo embrionario (E11,5), y va siendo sustituida a lo largo del mismo por la microglia
ramificada, ya madura (Cuadros et al., 1992, Cuadros and Navascues, 1998, Santos et al,,
2008, Marin-Teva et al.,, 2011). La afectacion del ndmero de células sin ramificar de los
mutantes SCID, y rag 2", nosllevé a plantear si en los mutantes existiria algun problema en la
maduracion microglial. Para analizarlo, recurrimos a la inmunotincién con el marcador cd68,
que durante el desarrollo de la retina se asocia a la maduracion de este tipo celular (Santos et
al., 2008) en retinas montadas en plano de ratones SCID, pol u"‘ y rag 2" de E13,5, y sus
respectivas cepas silvestres. En los mutantes SCID (Fig. 4.28 B) y rag 2" (Fig. 4.28 F) se
observé una marcada disminucion del numero de células cd68 positivas (Fig. 4.28 G). En el
mutante pol u'/', el numero de esta poblacion microglial no cambia (Fig. 4.28 G), pero si se

aprecia una menor ramificacion de estas células (Fig. 4.28 F).

En linea con los resultados del apartado anterior, estos datos indican que, durante el desarrollo
de la retina, la ausencia de la endonucleasa RAG-2 y de la proteina de NHEJ DNA-PKcs
repercute en cambios en la maduracion microglial, que deberian tenerse en cuenta de cara a
evaluar el fenotipo neural encontrado. Por el contrario, la ausencia de la DNA polimerasa y,

tiene una escasa repercusion en este proceso.
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FIGURA 4.28 - MADURACION MICROGLIAL EN MUTANTES DEFICIENTES EN NHEJ.

(A-F) Inmunotincién para cd68 (cian) de retinas en E13,5 montadas en plano de los ratones mutantes SCID, pol p™
y rag2” (B, D, F) y sus respectivos controles silvestres (A,C,E). Cuantificacion de la densidad de células positivas

para cd68 (G). Se analizaron 6 retinas por cepa. Barra de escala-75 um. Nucleos tefiidos con DAPI (azul). Las
barras representan la media y el error estandar. *p<0,05.

123



RESULTADOS

8 - TRANSPOSICION DEL ELEMENTO MOVIL DEL GENOMA LINE-1
EN MUTANTES DEFICIENTES EN RAG-2 y NHEJ.

Hasta el momento hemos estudiado, en el desarrollo de la retina, el papel de dos posibles
fuentes de mutacion y diversidad somatica: la actividad de genes implicados en la reparacion
de DDSBs por la via NHEJ (DNA-PKcs y Pol u) y la generacién dirigida de roturas del DNA por
la endonucleasa RAG-2. Evaluaremos a continuacién uno de los mecanismos fisiolégicos
mejor conocido de generacion de mosaicismo somatico: la retrotransposicién del elemento
movil LINE-1, evaluando su presencia en la retina embrionaria y adulta, y su relacién con la
ausencia de proteinas de generacioén y reparacion de roturas del DNA.

La transposicion de LINE-1 se activa en células somaticas de la retina en
etapas tardias de su desarrollo.

En la mayor parte de los tejidos somaticos, el retrotransposén LINE-1 esta quiescente. Sin
embargo, su transposicion se activa durante el desarrollo embrionario especificamente en los
progenitores neurales de algunas areas del sistema nervioso, (concretamente, en hipocampo,
hipotalamo y cerebelo) (Coufal et al., 2009, Thomas et al., 2012), produciendo roturas en el
DNA que seran utilizadas como dianas de salto. Este proceso provoca que el contenido relativo

de LINE-1 se incremente en el DNA de las células de estas zonas respecto al resto de tejidos.
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FIGURA 4.29 — CONTENIDO DE LINE-1 EN EL DNA DE CELULAS DE LA RETINA MURINA ADULTA.
Abundancia relativa del transposén LINE-1 en el higado, la retina y el hipocampo de ratones adultos (P90)

analizadas por qPCR, en tres cepas silvestres (A- WT1-Balb/c -, B- WT2 - C57BI/6, C- WT3 - C57BI/10). El
contenido relativo de LINE-1 representa la ratio 2°% de LINE-1 referido al valor del higado. *p<0,05; **p>0,01.

Dado el incremento de roturas de DNA que se produce en la retina neural durante su desarrollo

temprano, nos planteamos si el proceso de retrotransposicion de LINE-1 se encontraria

también activo en la retina. Para evaluar este supuesto, detectamos las copias de LINE-1 por
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gPCRs en el DNA de células de retinas adultas de animales silvestres de tres cepas distintas:
Balb/C (Fig. 4.29 A), C57BL/6 (Fig. 4.28 B) y C57BL/10 (Fig. 4.29 C), usando como
normalizador interno el gen del mMRNA 18 S (ver PCR cuantitativa a tiempo real en material y
métodos). Comparamos el contenido relativo en LINE-1 de las retinas con el observado en el
higado, donde esta descrito que no hay cambios en el contenido del transposén, y en
hipocampo, donde se sabe que se incrementa (Muotri and Gage, 2006). Usando el valor del
higado adulto como control negativo, descubrimos que el contenido de LINE-1 en la retina de
las tres cepas es especialmente alto, igualando el contenido relativo de LINE-1 en el
hipocampo (Fig. 4.29 A,B) e incluso superandolo (Fig. 4.29 C). Estos datos sugieren que la
transposicion de LINE-1 podria activarse en algun momento durante el desarrollo de la retina.

Para evaluar en qué momento se produce la transposicion, analizamos por gPCR el contenido
en LINE-1 de retinas embrionarias de diferentes edades (Fig. 4.30 A). En concreto, evaluamos
la abundancia de LINE-1 durante las etapas del desarrollo embrionario en las que hemos visto

las alteraciones neuronales.

ul 2,0 q A

z

4

o 1,51 *

©

9 T

2104 1 ==

T

Q

o 054

°

o

‘E 0'0 ] L] Ll L]

8 E125 E125 E135 E145 P2 P90 P90
Higado Retina Higado

— L WT . B

o 2.0+ = polu”

Z *

: k3

© 1|5- ERk

©

S

= 1,04

S

o

o 0,54

=i

o

= 004

8 E125 E125 E135 E145 P2 P90 P90
Higado Retina Higado

FIGURA 4.30- CONTENIDO DE LINE-1 EN LA RETINA EMBRIONARIA DE RATONES SILVESTRES Y
MUTANTES Pol p™

(A) Abundancia relativa de LINE-1 en la retina de c57BL/6 desde E12,5 a adulta (P90), determinada por gPCR. (B)
Numero relativo de copias del transposén LINE-1 (respecto al valor del higado adulto) en el mutante pol M
comparado con su estirpe silvestre durante diferentes estadios del desarrollo de la retina. El contenido relativo de
LINE-1 representa la ratio 2°°* de LINE-1 referido al valor del higado adulto del modelo silvestre. WT3-C57BL/6.
*p<0,05
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En los animales silvestres no detectamos un incremento en la cantidad relativa de LINE-1 en la
retina embrionaria, sino que su contenido es estable hasta P2 (Fig. 4.30 A). Esto indica que el
aumento del numero de copias del transposén LINE-1 debe ocurrir en algun momento entre P2
y P90. Acorde a estos datos, la retrotransposicion de LINE-1 no estaria implicada en la

generacion de las roturas asociadas al desarrollo temprano de la retina.

Modulacion de la transposicion de LINE-1 en la retina por proteinas de
generacion y reparacion de roturas del DNA.

La transposicion de LINE-1 suele iniciarse con la induccion de una rotura en el DNA,
generalmente mediada por la propia endonucleasa del transposén. A este respecto, algunos
estudios sugieren que los procesos de transposicion y de reparacion de roturas de DNA estan
intimamente relacionados (Barzilai and McKinnon, 2013). Esto nos llevd a plantear si la
ausencia de proteinas implicadas en la reparacion por NHEJ interfiere con la movilidad del
transposén LINE-1. Para evaluarlo, cuantificamos LINE-1 en el mutante pol/ u”', estudiando
retinas embrionarias y perinatales (Fig. 4.30 B). Hemos observado cambios significativos en el
contenido relativo de LINE-1 en E12,5 y en la retina adulta, existiendo tendencia al alza
respecto al ratdn silvestre en todas las edades analizadas menos en P2. En el ratén po/ p"', al
llegar a la edad adulta, LINE 1 se incrementa tanto en la retina como en el higado, lo que
podria indicar que en este mutante no hay la especificidad de salto en tejidos neurales

observada en los animales silvestres.

Dado que en el modelo silvestre los cambios en el contenido del transposén se evidencian sélo
en la retina adulta, estudiamos a P90 el efecto de la falta de proteinas de generacion y

reparacion de DDSBs, estudiando retinas de los animales SCID, pol u”"y rag 27

En los tres mutantes analizados observamos que el contenido relativo en LINE-1 en tejido
neural (retina, hipocampo) se iguala al de tejidos no neurales (corazén, higado), lo que parece
indicar que la ausencia de proteinas de reparacion y generacion de roturas en el DNA modulan
la transposicion de LINE-1. En los mutantes deficientes en reparacién de roturas SCID y pol p””
se observa un claro incremento en el contenido relativo en LINE-1 en todos los tejidos
estudiados, sean o no de origen neural (Fig. 4.31 Ay B, respectivamente). De estos resultados
se concluye que la ausencia de las proteinas de reparacién de roturas del DNA DNA-PKcs y
polimerasa p incrementa el numero de copias del transposén LINE-1 a nivel de diversos

érganos.

Por el contrario, en el mutante rag 27, (Fig. 4.31 C), que presenta un menor numero de roturas

en la retina embrionaria, el contenido en LINE-1 en el hipocampo, retina y corazén es menor
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al observado en el raton silvestre, por lo que la ausencia de RAG-2 juega dificulta la

transposicion de LINE-1 en diferentes érganos.

En resumen, nuestros datos demuestran que LINE-1 no es el principal inductor de las DDSBs
observadas durante el desarrollo de la retina. Asimismo, indican que en la retina adulta, la falta

de DNA-PK, Pol n y RAG-2 interfieren con su transposicion.
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FIGURA 4.31- CONTENIDO DE LINE-1 EN DIVERSOS TEJIDOS EN MUTANTES DEFICIENTES EN RAG-2, DNA-
PK, Y POL-M.

(A-C) Abundancia relativa de LINE-1 determinada por gPCR en distintos tejidos de ratones adultos (P90) de
los mutantes rag2” (Ag, SCID (B) y pol u”" (C) y sus respectivas cepas silvestres. El contenido de LINE-1
representa la ratio 2% de LINE-1 referido al valor del higado adulto del modelo silvestre. WT1 — Balb/C,
WT2 — C57BL/6, WT3 - C57BI/10. *p<0,05; **p<0,01
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5.DISCUSION.

1-DNA-PK Y DNA-POLIMERASA w EN EL DESARROLLO DE LA
RETINA MURINA.

Acumulacién de roturas del DNA y apoptosis neuronal en la retina de
ratones pol u/-y SCID.

El abordaje de esta tesis doctoral emana de estudios del grupo sobre muerte celular
programada en la retina en desarrollo. La neurogénesis es un proceso especialmente sensible
a la falta de mecanismos de reparacion de roturas que afecten simultaneamente a las dos
hebras del DNA (Boya and de la Rosa, 2005, McKinnon, 2009, Barzilai and McKinnon, 2013).
Nuestro grupo describid en la retina de vertebrados la fase de muerte neural temprana, que
afecta especialmente a las células ganglionares durante la neurogénesis, aunque se
desconoce qué estimulo desencadena la muerte de estas células (de la Rosa and de Pablo,
2000, Chavarria et al., 2013). También se observd que dicha fase es paralela a la aparicion
selectiva de focos de reparacion del DNA y se puso de manifiesto la participacion de las
enzimas de reparacion DNA-PK y Pol p en la neurogénesis de la retina (Baleriola, 2008,
Baleriola et al., 2010). En el presente trabajo, verificamos estos datos en fondos genéticos y
edades diferentes, y avanzamos en la comprensién de las consecuencias de su ausencia en el

desarrollo de la retina.

La reparacion de las roturas de DNA observadas durante la el desarrollo temprano de la retina
podria depender de la via NHEJ, ya que, in vitro, su nimero es modulable por DNA-PK,
(Baleriola et al., 2010), in vivo, por KU80 (Karanjawala et al., 2003, Bladen et al., 2005), y en la
retina en desarrollo se encuentran los mMRNAs de gran parte de las proteinas de la via NHEJ,
incluyendo DNA-PK, Polu y yH2AX (Baleriola, 2008). Los resultados del presente estudio
indican que esta activa en la retina embrionaria, ya que la DNA polimerasa p, que interviene en

uno de los ultimos pasos de NHEJ, no sélo esta presente en la retina en desarrollo, sino que se
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dispone en focos nucleares discretos (Fig. 4.1), lo que, acorde a lo descrito en (Ruiz et al.,

2004 y Mahajan et al., 2002), es caracteristico de su actividad.

Nuestros datos corroboran la aparicion fisiolégica de roturas de DNA durante el desarrollo de la
retina, como se puede deducir del incremento de focos de reparacion del DNA no resueltos
observados in vivo en los modelos SCID (con la DNA-PK truncada) y pol p"' (Figs 4.2 y 4.3).
Estos datos también implican que al menos parte de las roturas del DNA observadas durante

esta fase del desarrollo dependen de DNA-PK 'y Pol u para su reparacién.

La aparicidon de focos de reparacion del DNA podria ser inherente al proceso de neurogénesis,
como indica la deteccion sistematica de YH2AX en areas del cerebro y la retina asociadas a la
neurogénesis embrionaria (Gao et al., 2000, Baleriola, 2008, Barral et al., 2014). En el mismo
sentido, cuando investigamos la distribucion de Pol p activa, observamos que la polimerasa
tendia a localizarse con mayor frecuencia en neuronas que en otros tipos celulares, aunque
esta tendencia no fue significativa (Fig. 4.1). La asociacién de las roturas al proceso de
neurogénesis se evidencia también en el estudio in vivo de nuestros mutantes. Acorde a
nuestros datos, la falta de Pol u y DNA-PK reduce la viabilidad celular (Fig 4.4), alterando
especificamente la supervivencia neural de, al menos, tres subpoblaciones de neuronas en
diferente momento de maduracion (Figs 4.6 a 4.9) y disminuyendo incluso el numero de capas
de nucleos de la retina en desarrollo (Fig. 4.20), lo que evidencia la importancia del proceso de
reparacién en la generacion de la neuroretina. Estos resultados son concordantes con los datos
obtenidos tras la eliminacion in vivo e in vitro de otras proteinas de la via NHEJ, donde también
se observan defectos en la viabilidad de las neuronas en diferentes regiones del SNC,
especialmente evidentes en neuronas postmitdticas inmaduras, incluyendo las células
ganglionares de la retina (Tabla 1.2) (Lee et al., 2000, Karanjawala et al., 2003, Abner and
McKinnon, 2004, Boya and de la Rosa, 2005, Baleriola et al., 2010, Woodbine et al., 2014).

En otros mutantes de la via NHEJ, como los ratones nulos para la ligasa IV o para XRCC4, la
falta de proteinas clave del proceso conduce a un fenotipo de letalidad embrionaria en torno a
E14 (Ver tabla 1.2). Sin embargo, los ratones con alteraciones en DNA-PK 'y Pol pn son viables,
posiblemente porque sus funciones puedan ser parcialmente reemplazadas por otras proteinas
de la misma via: en el caso de DNA-PKcs, por Artemis y ATM, y en el caso de la polimerasa y,
por la DNA-polimerasa A (Lieber, 2010, Pryor et al., 2015). Este hecho nos permite examinar
mas en detalle las alteraciones a diferentes edades asociadas a la falta de proteinas de NHEJ,

y proporcionar nuevas evidencias sobre el papel de las DDSBs en el desarrollo.

Cabe preguntarse por qué tanto en nuestro estudio como en otros sistemas, la muerte celular
temprana afecta en mayor medida a las neuronas en maduracién y no tanto a células
proliferativas (Fig. 4.9) (Gatz et al., 2011, Turinetto and Giachino, 2015). Este hecho podria
deberse a que las células proliferativas sean mas resistentes frente a la muerte celular por
disponer de una ruta alternativa de reparacion del DDSBs inactiva en células diferenciadas: la
recombinacién homologa (Abner and McKinnon, 2004, Orii et al., 2006, Symington and Gautier,

2011). En las neuronas, la falta de otras vias de reparacion podria hacerlas hipersensibles a la
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aparicién de novo de cantidades relativamente bajas de DDSBs (Boya and de la Rosa, 2005,
McKinnon and Caldecott, 2007). Esta teoria se veria apoyada por el hecho de que diversos
mutantes de la via NHEJ presentan hipersensibilidad a la radiacion, en especial en células

postmitéticas (ver tabla 1.2 de la introduccion).

En conjunto, nuestros datos demuestran que la falta de proteinas de reparacion DNA-PKcs y
Pol u incide negativamente en la viabilidad neuronal e indican que las RGCs de la retina son
especialmente sensibles a la falta de proteinas de reparacion del DNA, poniendo de manifiesto

la importancia de la reparacion de DSBs en el proceso neurogénico.

Desarrollo distréfico de la retina en ausencia de DNA-PK y Pol p.

Diversos datos de este trabajo sugieren que la ausencia de DNA-PK y Pol p altera el proceso
de neurogénesis y de maduracién neuronal durante el desarrollo de la retina. Se ha observado
que la ausencia de la polimerasa p conlleva un incremento de células con DDSBs (Flg. 4.2) , lo
que, segun se ha descrito en otros sistemas embrionarios carentes de polimerasa p, afecta a la
cinética de reparacion del DNA, y aumenta el tiempo de generacion celular (Chayot et al.,
2010). En linea con el resultado anterior, en nuestro estudio hemos detectado la aparicion de
células ectopicas en el mutante pol u”', lo que posiblemente refleja células en proceso de
diferenciacion que aun no han completado su migracion a la cara interna de la retina (Fig.
4.15). En este sentido, se ha descrito que los fallos en la reparacion de DDSBs afectan a la
migracién de las neuronas recién diferenciadas a zonas no proliferativas (Gatz et al., 2011, El
Waly et al., 2014). Dado que la migracién celular depende en gran parte del proceso de
extension de los axones, y que este se encuentra alterado, la aparicion de células ectopicas

podria reflejar una extension del periodo de desarrollo de neurogénesis y maduracion celular.

En este estudio también hemos observado una mayor muerte neural (Fig. 4.6-4.7) y descenso
en el numero de neuronas con axon (Tuj-1 positivas) (Fig. 4.9) que, en este estadio,
corresponde principalmente a un descenso en las células ganglionares (Watanabe et al., 1991).
En la retina del ratén nulo para Pol u a E13,5 también encontramos alteraciones estructurales,
afectandose el numero de filas de nucleos en la retina central (Fig.4.20), lo que posiblemente
refleje dicha pérdida de neuronas. El descenso en el numero de células ganglionares podria
tener repercusiones en la diferenciacion de los progenitores neurales y en la correcta
laminacion de la retina, ya que ambos procesos estan mediados por Shh, factor emitido por los
axones de las RGCs (Wallace and Raff, 1999, Neumann and Nuesslein-Volhard, 2000, Wang
et al., 2002). El incremento de muerte neural en estos mutantes podria activar mecanismos
alternativos para compensarla. Asi, en el mutante pol u”' existe una ligero incremento (no
significativo) del nimero de células proliferativas (Fig. 4.9), lo que unido al aumento de células
Br3a positivas encontradas en E13,5, posiblemente sea un primer indicio de compensacion (Fig

4.20). De manera similar, en cultivos neurales primarios de SCID a PO se observé una mayor
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tasa proliferativa del mutante, lo que podria interpretarse como un intento de compensacion

frente al incremento de apoptosis encontrado en el sistema nervioso (Chechlacz et al., 2001).

Un dato mas a favor de la hipdtesis de la compensacion es que parte de los cambios
observados en el embrion del ratén nulo para Pol p desaparecen en el adulto, como los
cambios en numero de filas de nucleos y en el numero de células Br3a positivas (Fig. 4.20). Es
posible que, a pesar del incremento de muerte celular y del retraso inicial, suficientes neuronas
acaben contactando con los nucleos visuales primarios con el progreso del desarrollo, como se
ha observado en otros sistemas (Holt, 1984), compensando el fenotipo de estos animales en el
estado adulto.

Si bien parte de los cambios embrionarios revierten en el adulto, el animal deficiente en la
polimerasa p retiene algunos defectos fenotipicos (Figs. 4.22 — 4.23). Estudios con animales
adultos y envejecidos nulos para Pol u, mostraron que estos ratones tardaban mas tiempo que
sus controles en adquirir caracteristicas asociadas con el envejecimiento a nivel de varios
tejidos, incluyendo el cerebro, lo que ha sido interpretado por sus autores como un posible
retraso en el desarrollo (Lucas et al., 2013, Escudero et al., 2014). El retraso en desarrollo es
un fenotipo frecuente en diversos mutantes de la via NHEJ, como se observa en humanos con
mutaciones hipomorfas en la Ligasa IV y en los mutantes murinos de XRCC4, XLF/Cernunnos,
e incluso DNA-PK (ver tabla 1.2 de la introduccion y las referencias que contiene). Diversos
datos de este trabajo sugieren que la ausencia de DNA-PK y Pol p podria producir un retraso
del desarrollo especialmente evidente en la maduracién neuronal. En relacion con nuestros
resultados, se ha demostrado que retrasos en la neurogénesis pueden afectar a la
especificacion de las RGCs, cambiando la expresion de factores de transcripcion que regulan
la proporcion de fibras ipsilaterales que se generan (Bhansali et al., 2014). La proporcién de
fibras ipsilaterales también se altera en ausencia de la polimerasa p (manuscrito en

preparacion y Baleriola, 2008), lo que podria ser un efecto mas del retraso en la diferenciacion.

En general, estos datos apuntan a que en los ratones SCID y pol u”', el periodo de desarrollo
de la retina se extiende para compensar la pérdida de neuronas recién nacidas. Otra posible
interpretacién es que el incremento de roturas del DNA en ausencia de DNA-PK y Pol p
conduce a un posible retraso del desarrollo neural, que mas adelante puede ser parcialmente
compensado.

Alteracion de la axonogénesis de las células ganglionares de la retina
en ausencia de DNA-PK y de la DNA polimerasa p.

En nuestro estudio observamos que la ausencia de las proteinas de reparacion DNA-PK y Pol
p altera el proceso de maduracion de las células ganglionares a diferentes niveles. Ademas de
reducir su viabilidad, también altera los procesos de axonogénesis, localizacion celular y

navegacion axonal intraretiniana (Fig. 4.10, 4.15y 4.18).
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En los ratones mutantes SCID y pol u”', este comportamiento correlaciona in vivo con fallos en
la distribucién de las proteinas de guia axonal L1CAM y BRAVO (Figs. 4.16 - 4.18). Ademas, el
fenotipo es reproducible en cultivos primarios de retina de E13,5, donde observamos fallos
frecuentes en la orientacion de las neuritas (Figs. 4.12 - 4.14). Sin embargo, la capacidad de
polarizar y emitir los axones no parece alterarse ya que las neuronas Tuj-1 positivas son

capaces de emitir axones de la misma longitud que los animales silvestres (Fig 4.11).

Las alteraciones que afectan especificamente a la direccionalidad en la emisién axonal (Figs.
4.12-4.14) podrian estar asociadas a problemas en la sefializacion en el cono de crecimiento
(Maness and Schachner, 2007, Sakurai, 2012). Los axones en crecimiento son estructuras con
gran movilidad que modifican su direcciéon en funcién de las proteinas de guia axonal que
sensan a su alrededor (Pollerberg et al., 2013). Alteraciones en las moléculas de guia axonal
presentes en el cono de crecimiento, como L1CAM y BRAVO, afectan directamente a esta
sefalizacion (Erskine and Herrera, 2007). Dado que los defectos en estas proteinas se asocian
a alteraciones en la fasciculacion y direccionalidad de los axones en un patrén caracteristico
similar al presentado en los mutantes SCID y pol ™~ (Fig. 4.10) y ausente en alteraciones de
otras proteinas de guia axonal (Oster et al., 2004), podria suponerse que las alteraciones
observadas en estas IgCAMs podrian ser la causa de las alteraciones en la axonogénesis

observadas en estos mutantes.

Resulta sorprendente que, a pesar de que menos del 5% de las células ganglionares estén
afectadas por la muerte celular (Fig. 4.7), en estos mutantes se observen cambios en el
fenotipo de navegacion axonal a nivel de toda la retina. Cabe recordar que, las etapas finales
del proceso apoptético detectadas por la técnica TUNEL duran sélo unos pocos minutos.
(Green, 2005), por lo que la cantidad total de neuronas afectadas por procesos apoptéticos en
esta edad esta probablemente subestimada por el método utilizado en este estudio (McConnell
et al., 2009). Sin embargo, incluso aunque sélo hubiera un bajo porcentaje de células alteradas,
si las alteraciones observadas en nuestros mutantes afectaran a los axones pioneros, podrian
provocar defectos en la navegacion de axones mas tardios. En este sentido, se ha observado
que los fallos en la emision de los primeros axones pueden producir alteraciones que afecten a
todos los axones que se formen posteriormente, e incluso a la salida de los axones del cjoy a
la conectividad de los mismos (Pittman et al., 2008, Raper and Mason, 2010 y referencias que
contiene). Las primeras células en contactar con sus dianas establecen, en coordinacién con
sus células vecinas, marcas e hitos de guia axonal, que son seguidas por las siguientes
neuronas durante una ventana espacio-temporal reducida (Oster et al., 2004, Raper and
Mason, 2010), por lo que alteraciones en el crecimiento de los axones pioneros o en la
exposicion de proteinas de guia axonal pueden provocar defectos en las células de alrededor.
Nuestros datos indican que defectos en la reparacion del DNA pueden relacionarse con fallos
intrinsecos en la direccionalidad de los axones y en la exposicién tardia y/o mal posicionada de
las proteinas de guia axonal (Figs. 4.11 - 4.18), lo que podria repercutir en la sefalizacion de
las neuronas afectadas a sus células vecinas y en su conectividad con sus dianas primarias.

Los datos anteriores del grupo respaldan este resultado, ya que se observé que la ausencia de
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Pol u produce una disminucién del porcentaje de neuronas que proyectan ipsilateralmente al
nucleo geniculado lateral (manuscrito en preparacion y Baleriola, 2008), y apoyan la implicacién
de Pol p y DNA-PK en la maduraciéon neuronal, en los procesos tempranos de navegacion

axonal.

Repercusion de la falta de Pol p en laretina del animal adulto

El animal deficiente en la polimerasa p adulto presenta algunos defectos en la retina que
podrian derivar de alteraciones en el desarrollo embrionario de las RGCs, como los observados
en la poblacién astrocitaria (Figs. 4.22 y 4.23). Las células precursoras de astrocitos estan
presentes en la cabeza del tallo 6ptico en el intervalo de edad en el que se desarrolla este
estudio (E13,5-E14), y dependen de los axones de las células ganglionares para proliferar y
para migrar correctamente a la retina (Tao and Zhang, 2014). Se ha observado que
alteraciones en los axones de las células ganglionares repercuten directamente en el numero y
la distribucion de los astrocitos en la retina: asi, la disminucion del nimero o de la funcionalidad
de los axones de las RGCs disminuye su proliferacién, mientras que mutantes con axones de
RGCs supernumerarios presentan un incremento del nimero de astrocitos presentes en la
retina (Burne and Raff, 1997). Es posible que las alteraciones en el numero de en el nimero de
neuronas con axoén (Tuj-1 positivas) (Fig. 4.9), en la emision axonal (Figs. 4.10-4.14) y en la
distribucién de moléculas de su superficie observadas en nuestros mutantes (Figs. 4.16-4.19),
pudieran repercutir secundariamente en el numero y distribucion de los astrocitos observadas

en el mutante pol u”" (Fig. 4.22).

Alteraciones en el numero y la morfologia de los astrocitos, como los observados en ausencia
de la polimerasa p, se asocian frecuentemente a alteraciones en la vasculatura (Fig. 4.23)
(Chan-Ling and Stone, 1992, Fruttiger et al., 1996). Este tipo de alteraciones también se han
observado en otras enfermedades asociadas a defectos en la reparacion del DNA, como en
pacientes con mutaciones de ATM, que también presentan problemas en la vascularizacién
ocular (telangectasia), ademas de crecimiento alterado de los astrocitos (Gosink et al., 1999,
Frappart and McKinnon, 2006). Asi pues, defectos en diversas proteinas de reparacién de las
roturas del DNA parecen inducir, quiza indirectamente, alteraciones en el nimero y distribucién
de astrocitos y vasos sanguineos. Estas alteraciones reafirman la existencia de defectos
previos en la emisién axonal de las RGCs en ausencia de DNA-PK 'y Pol u durante el desarrollo

temprano de la retina.
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Roturas del DNA en la retina en desarrollo: consideraciones sobre su
origen.

Resulta interesante que el proceso de diferenciacion neuronal se asocie a la aparicion de
lesiones del DNA tan severas como las DDSBs. Ademas de ser especialmente frecuentes en
zonas de diferenciacion neural, en células del cortex cerebral se han descrito mecanismos
permisivos con DDSBs que retrasan la posible respuesta apoptoética ante su aparicion (Gatz et
al., 2011), por lo que podria especularse que la generacion de roturas de DNA y su reparacion

estuvieran acopladas con algun paso necesario en el proceso de la neurogénesis.

Estas roturas podrian proceder de la fragmentaciéon del material nuclear inherente al proceso
apoptotico de la muerte neural temprana. Sin embargo, en otras oleadas de muerte celular
programada caracteristicas de la formacion de la retina, como la relacionada con el proceso de
muerte neurotrofica, los focos de reparacion son mucho menos frecuentes (Fig 1.8) (Baleriola,
2008, Baleriola et al., 2010), por lo que es posible que la reparacion de roturas de DNA durante

esta fase del desarrollo tenga una funcion especifica.

De los resultados que hemos presentado en este estudio se deduce que la falta de DNA-PK y
Pol p interfiere en la viabilidad neural, afectando al proceso de neurogénesis y a la
axonogénesis y navegacion axonal de las RGCs. Si bien parte de fenotipo axonal de los
animales SCID y pol u'/' pueden ser consecuencia de un retraso del desarrollo, nuestros datos
indican que DNA-PK y Pol p intervienen en un proceso auténomo celular, ya que los defectos
en la emisién de los axones se mantienen en cultivo, donde la interaccién con células vecinas

se encuentra minimizada (Figs 4.11-4.14).

El incremento de muerte celular observado en ausencia de las proteinas de reparacion DNA-
PK y Pol u probablemente se relaciona con el incremento de roturas de DNA observado en
estos mutantes. Es sin embargo una cuestién abierta cual puede ser el fenémeno que origine

dichas roturas.

Las roturas de algunas regiones cromosomicas fragiles comunes (CFSs) podrian provocar
DDSBs en diversos genes neurales que serian susceptibles de reparaciéon por la via NHEJ
(Durkin and Glover, 2007, Palakodeti et al., 2010, Barlow et al., 2013). En concreto, tanto
L1CAM como BRAVO, las proteinas de guia axonal en las que hemos detectado alteraciones
de distribucion en este estudio, estan codificadas por genes neurales de gran tamafio, como los
afectados por las CFSs y, de hecho, el sitio fragil asociado al cromosoma X, FRAXA, es
adyacente al gen de L1CAM (Djabali et al., 1990, Venter et al., 2001, Smith et al., 2006). La
asociacion entre la ausencia de enzimas de reparacion y la alteracion de algunas proteinas de
guia axonal podria sugerir que en los genes de estas proteinas se acumulen fisioldgicamente
lesiones en el DNA. En ausencia de ATM también se observan roturas recurrentes de los
cromosomas en posiciones concretas, lo que apoya la existencia de este proceso. Sin
embargo, hasta el momento no se han descrito CFSs en regiones proximas al gen codificante

de BRAVO. Por otra parte, aunque los CFCs podrian estar implicados en parte del fenotipo
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observado en nuestros mutantes, no parecen subyacer todas las alteraciones observadas en
nuestro sistema: la fractura de las CFSs se suele asociar al proceso de replicacion celular, pero
en este estudio observamos que la muerte celular afecta mas a las células postmitéticas mas
que a las células proliferativas (Fig. 4. 9). Esto sugiere que las roturas del DNA que afectan a
las neuronas tienen un origen distinto del estrés replicativo. O bien hay un tipo de CFCs no
relacionados con la replicacion, o bien parte de las roturas del DNA presentes en SCID y pol p"‘

se originan por otro sistema.

Se ha propuesto que las roturas observadas durante la diferenciaciéon neural se produzcan
meramente como consecuencia del azar, como resultado de agentes externos y del
metabolismo oxidativo propio de las neuronas (Barzilai et al., 2008, Barzilai and McKinnon,
2013). Sin embargo, estas hipotesis no tienen en cuenta por qué la falta de genes implicados
en la reparacion del DNA por la via NHEJ comparten un fenotipo drastico centrado en los
sistemas inmune y nervioso (Abner and McKinnon, 2004, Boya and de la Rosa, 2005, Frappart
and McKinnon, 2008, McKinnon, 2009), no tan evidente en otros tejidos que, al igual que las
neuronas, también presentan un metabolismo fundamentalmente oxidativo, como el tejido
muscular (Jackson, 2015). La ausencia de DNA-PKcs y de la DNA polimerasa ptambién
comparte una afectacion preferente de los sistemas nervioso e inmune (Figs. 4.6-4.20, tabla
3.1 y referencias que contiene), lo que corrobora la alta sensibilidad de estos dos sistemas a la
falta de proteinas de reparacion de roturas del DNA (Gao et al., 1998, Abner and McKinnon,
2004, Boya and de la Rosa, 2005) e indica que durante el desarrollo el sistema nervioso e

inmune podrian compartir un proceso especifico comidn a ambos.

Como se comentd en la introduccion, DNA-PKcs es una enzima que participa en numerosos
procesos celulares, por lo que no es facil inferir cual de ellos puede alterarse en su ausencia.
Sin embargo, el papel mas especifico de la DNA-polimerasa u puede proporcionar indicios de
los procesos afectados por la falta de reparacion. La alteracion simultanea de los sistemas
nervioso e inmune parece indicar que, en estos tejidos, esta polimerasa esta realizando una
funcion que Pol A no es capaz de suplir. Una opcidén seria que en el sistema nervioso se
produjera un incremento selectivo del tipo de roturas que la DNA polimerasa A no es capaz de
procesar, las DDSBs carentes de microhomologias (Nick McElhinny et al., 2005, Bertocci et al.,
2006), lo que implicaria que algun mecanismo estaria facilitando la aparicién de esta clase de
roturas. Este tipo de extremos es caracteristico (aunque no exclusivo) de actividad
endonucleasa del complejo RAG-1,2 (Helmink and Sleckman, 2012, Nishana and Raghavan,
2012), por lo que nos planteamos si en el sistema nervioso podria observarse también alguna
coordinacién entre la posible generacién de roturas por RAG-1,2 y la reparacion de las mismas
por NHEJ.
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2- RAG-2 Y NHEJ EN LA NEUROGENESIS DE LA RETINA.

Actividad endonucleasa de RAG-1,2 en la retina y posible coordinacion
con la via NHEJ.

RAG-1,2 es el complejo con actividad endonucleasa encargado de iniciar el proceso de
recombinacién somatica en linfocitos T y B (Nishana and Raghavan, 2012). Hasta el momento,
no esta descrito que en el sistema nervioso pueda ejercer una funcion similar, ni que en
ninguna region del sistema nervioso los dos miembros del complejo actien de manera conjunta
(Jessen et al., 2001, Eggan et al., 2004, Li et al., 2004). Sin embargo, diversos datos de este
estudio parecen abrir dicha posibilidad. A este respecto, estudios previos de nuestro grupo,
determinaron la existencia del mMRNA de RAG-1 y de RAG-2 en la retina embrionaria,
especificamente de las mismas isoformas presentes en los tejidos linfoides (Baleriola et al.,
2008) lo que, tedricamente, hace posible la formacién del complejo RAG-1,2. EI mayor nimero
de focos de reparacion asociado a la presencia de RAG-2 (Fig.4.5) sugiere que, en la retina,
esta proteina participa en la generacion de al menos parte de las roturas observadas durante el
desarrollo. Dado que no esta descrito que la actividad endonucleasa de RAG-1,2 se produzca
en ausencia de ninguna de las dos subunidades, nuestros datos apuntan a una posible
actividad coordinada de RAG-1 y RAG-2 en la generacion de roturas del DNA durante el
desarrollo de la retina (Schlissel et al., 1993, Lin and Desiderio, 1994, Schatz and Ji, 2011).

Los mutantes nulos de RAG-1 o RAG-2 presentan fenotipos diferentes a nivel del SNC
(McGowan et al., 2011), por lo que se ha propuesto que podrian tener funciones diferentes. En
este sentido, en el sistema inmune se ha descrito que RAG-2, actuando en coordinacién con
ATM (proteina implicada en la reparacion de DDSBS), puede proteger los genes diana del
complejo RAG-1,2 de roturas no reguladas, como un mecanismo de proteccion de la integridad
del genoma (Deriano et al.,, 2011, Chaumeil et al.,, 2013). Sin embargo, dicha funcion es
dificilmente compatible con un descenso en el numero de DDSBs encontrado en este estudio

en la ausencia de RAG-2.

Acorde a nuestros datos, la falta de Rag2 solo afecta al 23% de las roturas de DNA presentes
en E13,5 (Fig. 4.4), lo que indica la coexistencia en la retina de roturas del DNA de distintos
origenes. Aun asi, la ausencia de esta proteina ocasiona un descenso en la viabilidad celular

(Figs. 4.5 - 4.7), lo que implica que su funcidn es necesaria para la homeostasis de la retina.

Nuestros datos demuestran que el fenotipo del mutante rag2"' es semejante en todos los
aspectos al observado en mutantes de NHEJ, lo que es esperable si son parte de un mismo
mecanismo necesario para la supervivencia y diferenciacion neuronales. En ausencia de RAG-
2 la viabilidad de las células ganglionares se ve reducida en niveles comparables a los
observados en los mutantes SCID y pol p”~ (Fig. 4.6-4.7) y la diferenciacién de las RGCs

también esta alterada, ya que presentan problemas al establecer la direccionalidad de las
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neuritas tanto in vivo (Fig. 4.10) como en cultivo (Fig. 4.14). En los experimentos en cultivo, se
observé que los tres mutantes compartian un retraso en la elongacion de los axones (Fig. 4.11)
y un incremento de células con autocontactos (Figs. 4.12-4.14). Las alteraciones del mutante
ragZ"' también afectan a la formacion del nervio 6ptico, ya que se observa que sus axones
decusan mas tarde que los del modelo silvestre (Baleriola, 2008). Las proteinas de guia axonal
L1CAM y BRAVO también varian en el mutante rag2” de manera similar a como lo hacen en
los otros dos mutantes (Figs. 4.16-4.17), y, mas aun, el analisis proteémico del animales nulos
para RAG-2 demostré que diversas proteinas asociadas a la emision axonal y migracion
neuronal estaban disminuidas (Baleriola, 2008). Asimismo, estas alteraciones coinciden con los
cambios detectados en este estudio en el mutante nulo de Pol p, como la disminucién de
células Tuj-1 (Fig. 4.9) y el aumento de células ectépicas en el neuroepitelio (Fig. 4.15).
Nuestros datos apuntan a que la falta de DNA-PK, Pol n y RAG-2 podria interferir en un
proceso comun, autdnomo celular, relacionado con la viabilidad de las células ganglionares y la

axonogénesis, y asociado a alteraciones en proteinas de guia axonal.

En el sistema inmune, RAG-2 es capaz de dirigir selectivamente la reparacién de las roturas de
DNA hacia la via de reparacion NHEJ (Gigi et al., 2014). La interaccién de NHEJ con RAG-2 es
mutua, habiéndose demostrado que DNA-PK regula a RAG-2 mediante su fosforilacién (Hah et
al., 2007) y que, en células T citotdxicas, la disminucién de RAG-2 se asocia a una disminucion
de la reparacion del DNA por NHEJ (Karo et al, 2014). Teniendo en cuenta que
aproximadamente 1 de cada 4 roturas que observadas en E13,5 depende de Rag2, y dada la
gran similitud de los fenotipos de los mutantes SCID, pol p”' y ragZ'/', asi como la exquisita
coordinacion de las dos vias en el sistema inmune, parece plausible que actien también
coordinadamente en el sistema nervioso. En conjunto, nuestros resultados apoyan la existencia
durante el desarrollo de un proceso regulado de generacion y reparacion de roturas del DNA

que podria ser necesario para la correcta la neurogénesis de la retina.

Posibles mecanismos afectados por la falta de RAG-2, DNA-PK y Pol p.

En la retina, el proceso de diferenciacion de precursores neurales a neuronas maduras se ve
severamente afectado por una oleada de apoptosis (de la Rosa and de Pablo, 2000,
Mayordomo et al., 2003, Valenciano et al., 2009), que, como hemos visto, aumenta en
ausencia de DNA-PK, Pol u y RAG-2. En los animales silvestres, s6lo de un 15% a un 40% de
las neuronas generadas sobreviven al proceso de diferenciacion, (Finlay and Slattery, 1983,
Ferrer et al., 1992), lo que parece implicar que la neurogénesis es un proceso altamente
ineficiente, que hace que la mayoria de las células recién formadas no sean viables, o bien
que, tras su generacion, las células se someten a un proceso de seleccion. En este sentido,
recientemente se ha relacionado la actividad de la endonucleasa RAG-1,2 con el aumento de la

aptitud celular (fitness) de células T citotoxicas, donde se han descrito procesos de
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recombinacién somatica residual (Karo et al., 2014). La ausencia de RAG-2 en estas células se
asocia a una mayor mortalidad durante su generacion, e incluso tiempo después del momento
de generacién de las roturas, las células T citotdxicas ya maduras, en respuesta a situaciones
de estrés también presentan un incremento de la muerte celular y se desenvuelven peor que
las del modelo silvestre (Karo et al., 2014). En nuestro sistema, la actividad de RAG-2 podria
estar implicada en la mejora del fitness neural, entendiendo el fithess como una menor
viabilidad celular y una funcionalidad disminuida de las neuronas. Nuestros resultados indican
que en E13,5, la ausencia de RAG-2 también redunda en una mayor mortalidad, a pesar de
que el numero de lesiones del DNA por célula es menor al observado en los animales
silvestres. LA ausencia de RAG-2 también altera la axonogénesis en células no afectadas por
la muerte celular. Esto indica que la actividad de RAG-2 debe estar implicada en algun proceso
beneficioso para la célula neural. Sin embargo, no todas las células se encuentran igualmente
afectadas por la muerte celular, lo que podria indicar que RAG-2 no actue en todas las
neuronas y/o que el resultado de la actividad de RAG-2 varie entre distintas neuronas. Dada la
similitud de fenotipos entre los mutantes SCID, pol u”' y rag 2", la actividad conjunta de RAG-
1,2 y la via NHEJ podria conferir a determinadas células ganglionares de alguna ventaja

competitiva respecto a las células de su alrededor.

En la ultima década, diversos estudios han puesto de manifiesto que, de manera fisioldgica, en
las neuronas aparecen frecuentemente cambios en su secuencia del DNA que parecen ser
inherentes al proceso de diferenciacion neural (Rehen et al., 2005, Gonitel et al., 2008, Coufal
et al., 2009, Westra et al., 2010, lourov et al., 2012, McConnell et al., 2013). Los fenédmenos de
mosaicismo somatico también se han detectado en la retina, a nivel de las células ganglionares
y horizontales (Morillo et al., 2010, Shirazi Fard et al., 2013). Estos descubrimientos apoyan la
teoria de que, en el SNC, la diversificacion genética podria tener una funcion especifica (Singer
et al., 2010, Bushman and Chun, 2013).

Gran parte de los cambios genéticos observados en neuronas implican la formacién previa de
roturas del DNA. La aparicién de roturas en el DNA puede promover fenédmenos de muerte
celular, mutacién y reorganizaciones gendémicas, por lo que diversos autores han especulado
con la idea de que las roturas de DNA observadas durante el desarrollo neural se generen de
manera controlada, con el fin de inducir procesos de reorganizacion cromosémica que generen
diversidad somatica. (Abner and MecKinnon, 2004, Frappart et al.,, 2009). La aparente
coordinacion entre los sistemas de generacién de roturas por el complejo RAG-1,2 y la
reparacion de las mismas por NHEJ observada en nuestro sistema indica por si mismo que, en
la retina de E13,5, la aparicidon de casi un cuarto de las roturas del DNA no es atribuible al azar,

sino que puede deberse a un proceso programado.

En 1967 se propuso por primera vez la teoria de que en el sistema nervioso pudieran
producirse procesos de recombinacién somatica durante la generaciéon de las moléculas de
superficie y de adhesion celular neurales (Deyer, 1967, Edelman and Gally, 1967). Apoyando

esta teoria, se ha observado que la eliminacién de ATM provoca que se acumulen roturas del
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DNA en zonas no aleatorias del genoma, en genes relacionados con el desarrollo neural
(lourov et al., 2009). Dado que en ausencia de RAG-2, Pol u y DNA-PK se alteran las proteinas
de guia axonal L1CAM y BRAVO, (Figs. 4.17 y 4.18), resulta sugerente pensar que en los
cambios en estas proteinas podrian originarse en el DNA como consecuencia de procesos
recombinatorios similares a los que tienen lugar en el sistema inmune. Si bien no se han
encontrado dianas de inicio de recombinacién de RAG-1,2 en genes distintos de los de las
inmunoglobulinas (Chun et al., 1991, Nishana and Raghavan, 2012), a dia de hoy se sabe que
el complejo RAG-1,2 es capaz de ejercer su actividad recombinasa fuera de estas dianas, en
las denominadas secuencias cripticas, sin que de momento sea posible predecirlas (Nishana
and Raghavan, 2012). Alternativamente, la capacidad transposasa de RAG-1,2, dependiente
también de secuencia, podria inducir cambios en el DNA neural (Agrawal et al., 1998). Sin
embargo, de darse algun tipo de actividad mutagénica asociada a RAG-1,2, no parece
probable que sea un proceso especifico de genes de la familia de las inmunoglobulinas, ya que
tanto en nuestros estudios como en los de otros mutantes de la via, se encuentran alteradas
moléculas de diferentes familias, incluyendo algunas relacionadas con las uniones
intercelulares y con la remodelacion del citoesqueleto axonal (Baleriola, 2008, lourov et al.,
2009). Seria factible que en el sistema nervioso, RAG-1,2 actuara sobre un rango amplio de
sustratos génicos, siempre que portaran las sefales de reconocimiento adecuadas. Si en el
sistema nervioso su actividad endonucleasa se asocia a procesos de variabilidad neural, es un

tema que merecera especial atencion en futuros estudios.

Apoyando el papel conjunto de RAG-2 y la via NHEJ, la actividad de la DNA
polimerasa p sobre las DDSBs podria promover la acumulacién de mutaciones en el DNA
neural. Estudios in vivo e in vitro relacionan la actividad de Polpu con los dos principales
procesos de generacion de variabilidad en el DNA en el sistema inmune: la hipermutacién
somatica y la recombinacion somatica, siendo su papel especialmente importante durante el
desarrollo embrionario (Dominguez et al., 2000, Ruiz et al., 2001, Bertocci et al., 2006,
Gozalbo-Lopez et al., 2009). Aunque en el sistema inmune, esta tarea recae principalmente
sobre otra DNA polimerasa, TdT, no esta descrito que ésta se exprese en tejidos no linfoides,
ni durante el desarrollo embrionario (Deibel et al., 1983, Nick McElhinny et al., 2005). Como
hemos demostrado, Pol n también se activa en el sistema nervioso central, participando en la
neurogénesis y diferenciacion de las RGCs y modulando directa o indirectamente el nimero y
la distribucién de otros tipos celulares de la retina de formacién mas tardia (Figs. 4.1, 4.6-4.15y
4.22- 4.23). Ademas, resultados recientes demuestran su implicacion en la funcionalidad del
cerebro adulto (Lucas et al., 2013). En vista de estos datos, no es descartable que durante el
desarrollo del sistema nervioso, Pol u intervenga en colaboracion con RAG-2 en procesos de
generacion de diversidad genética. Sin embargo, las alteraciones asociadas a hipermutacion
somatica tienen un tamano inferior a los limites de deteccién de la tecnologia de secuenciacion
de célula unica, por lo que seran necesarios mas estudios en un futuro para clarificar el papel
de la generacion y correcta reparacion de roturas en estas proteinas y sus repercusiones en la

diferenciacion neural.
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Nuestros datos perfilan la actividad de RAG-1,2 como un agente a considerar en la generacion
dirigida de roturas en el sistema nervioso. Se ha observado que, en lineas celulares de
precursores de linfocitos, las roturas reguladas por RAG-2, ademas de inducir proceso de
recombinacién genética, afectan a la expresién de un amplio numero de genes, incluyendo
algunos relacionados con el desarrollo neural como Notch-1 (Bredemeyer et al., 2008). Este
resultado es coherente con un resultado previo de nuestro grupo, en el que se observé que la
ausencia de RAG-2 alteraba el perfil protedmico de la retina murina (Baleriola, 2008). En
nuestro estudio, las alteraciones en los procesos de diferenciacién neuronal, distribucion de
proteinas de guia axonal, axonogénesis, y la migracion de neuronas postmitéticas incitan a
estudiar las potenciales interacciones entre la generacion y reparacion de DDSBS mediada por
RAG-2, DNA-PK y Pol u y la regulacion transcripcional de genes relacionados con el desarrollo
neural en la retina murina. Cada vez mas evidencias apoyan que la generacion controlada de
lesiones del DNA en eucariotas puede actuar como un mecanismo fisioldégico de regulacion de
diferentes procesos celulares, como el control de la expresion génica, el desarrollo celular y la
determinacion del destino celular (Ju et al., 2006, Bredemeyer et al., 2008, Larsen et al., 2010).
En la mayoria de estos sistemas, la generacion de DSBs se produce de manera transitoria y es
reparada posteriormente por un complejo que incluye a ATM, KU y DNA-PK, implicando las
proteinas de reparacion de DDSBs en el proceso de regulacién génica, en distintos contextos
(Sartorius et al., 2000, Willis et al., 2002, Ko and Chin, 2003, Ju et al., 2006, Wong et al., 2009).
En concreto, nuestros datos apuntan a la posible modulacién de las proteinas de guia axonal
L1CAM y BRAVO por roturas del DNA. Asi mismo, en conjunto con los resultados del analisis
proteémico (Baleriola, 2008), insintan que la actividad de RAG-1,2 y de la via NHEJ deberia
valorarse como un posible nuevo mecanismo en la regulacion de la expresion génica durante el
desarrollo de parte del sistema nervioso.

Maduracion de la microglia durante el desarrollo de la retina murina en
ausencia de RAG-2, DNA-PK, y Pol u.

Entre las células neurales y la microglia existe una comunicacion bidireccional, que puede
afectar a la maduracién y supervivencia de los dos tipos celulares (Cuadros and Navascues,
1998, Frade and Barde, 1998, Bessis et al., 2007, Santos et al., 2008, Bejarano-Escobar et al.,
2011, Marin-Teva et al.,, 2011, Arno et al., 2014). Como se comenté anteriormente, los
resultados de los experimentos en cultivo, en los que se minimiza el papel de la microglia,

indican que los cambios en la axonogénesis asociados a la falta de DNA-PK, Pol u y RAG-2
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responden a un fenotipo autdonomo celular (Figs. 4.11-4.14). Sin embargo, no es posible
descartar que parte de los cambios en la microglia observados en los mutantes de este estudio

se asocien a cambios en las células neurales.

En este sentido, la coordinacion entre el fenotipo asociado a la falta de RAG-2 y los mutantes
de NHEJ también se observa a nivel de la maduracién microglial (Figs 4.24, 4.25 y 4.28): el
modelo SCID y el ratén rag2"' comparten, en E13,5, la ausencia del marcador de maduracion
de la microglia CD68 (Fig. 4.28). Asi mismo, ambos mutantes presentan una morfologia
ameboide tipica de células microgliales indiferenciadas (Figs 4.24 y 4.25). Esta alteracion
morfolodgica parece mantenerse en el raton SCID adulto (Lorke et al., 2008), lo que podria

indicar problemas permanentes de maduracién de la poblaciéon microglial.

No esta claro si esta alteracion podria ser autébnoma celular o si es consecuencia del fenotipo
neural observado en estos mutantes. En el cortex neural, la migracién y maduracion de la
microglia esta determinada por precursores neurales (Arno et al., 2014). Por tanto, podria
pensarse que defectos en la maduracidon neuronal como los observados en este estudio
pudieran no solo alterar la distribucidon de la microglia, sino también limitar las sefales de
diferenciacion microglial. Ademas, en la retina, la entrada de la microglia se produce siguiendo
los primeros axones de las RGCs (Navascues et al., 2000, Cuadros and Navascues, 2001), por
lo que alteraciones en el numero y distribuciéon de los axones podrian alterar su infiltracion en la
retina. Sin embargo, parece que su infiltracidon no se encuentra alterada (el numero de células
positivas para lectinas de tomate es constante en los 3 mutantes (Fig. 4.26), y que sdlo esta

alterada su maduracion en dos de los mutantes.

Podria pensarse que la falta de RAG-2 y DNA-PK en la microglia podria interferir con algun
proceso de recombinacion cromosdomica V(d)J residual, de manera similar similar a lo
observado en células dendriticas y células T citotoxicas (Corcoran et al., 2003, Borghesi et al.,
2004, Fronkova et al., 2005, Harman et al., 2006). Sin embargo, hasta el momento, no se han
descritos procesos de recombinacién ni en macrofagos ni en microglia (Borghesi et al., 2004).
En nuestros estudios tampoco observamos la aparicion de roturas de DNA asociada a células
microgliales (no se muestra). Adicionalmente, el que en el mutante Pol p, que comparte las
alteraciones neurales con los otros dos mutantes, no se detectaran cambios en la maduracion
microglial (Figs. 4.24-4.28) indica que el proceso alterado podria ser una funcion independiente

del fenotipo neural y de la reparacién del DNA.

3-RETROTRANSPOSICION DE LINE-1 EN LA RETINA.

La transposicion de LINE-1 es un evento frecuente durante la neurogénesis de diversas
estructuras del sistema nervioso (Coufal et al., 2009, Kano et al., 2009), y se ha postulado que

su transposicion sea la fuente subyacente del mosaicismo somatico detectado en las neuronas
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(Muotri et al., 2005, van den Hurk et al., 2007, Thomas et al., 2012). Hasta el momento, ningun
estudio ha abordado si dicha transposicion se produce también en células de la retina. En el
presente trabajo estudiamos el numero de copias de LINE-1 en la retina y en otros tejidos
neurales, comparandolo con su presencia en tejidos donde no se ha observado su
transposicion, como el hipocampo. Nuestros datos indican que, de manera fisiologica, el
numero de copias de LINE-1 se incrementa en la retina adulta (Fig. 4.29), pero no durante la
embriogénesis (Fig.4.30), sugiriendo que en la retina se podrian producir eventos de

transposicion postnatalmente.

Se ha propuesto que las proteinas de NHEJ medien la transposicién de LINE-1 (Sen et al.,
2007, Coufal et al., 2011). En nuestras manos, esta hipotesis parece probable: en ausencia de
proteinas de NHEJ el numero de copias de LINE-1 aumenta, tanto en el embrién (Fig. 4.30)
como en el adulto (Fig. 4.31), en tejidos neurales y no neurales (Figs. 4.30 y 4.31). Estos datos
podrian implicar a DNA-PK 'y Pol p en la modulacién de la transposicidon de LINE-1, de manera
similar a lo observado en el mutante nulo para ATM (Coufal et al., 2011), y al papel de DNA-PK

en la transposicion de otros elementos moviles (Yant and Kay, 2003).

La transposicién de LINE-1 parece ser capaz de utilizar un mecanismo independiente de su
endonucleasa para retrotransponerse (Sen et al., 2007), ya que su numero de copias
disminuye en el mutante ragZ"' (Fig. 4.31), donde se ha observado una reducciéon del nimero
de DDSBS (y donde la via NHEJ de reparacion de roturas esta intacta). Experimentos previos
en células de ovario de hamster apuntan en la misma direccion, ya que demuestran que LINE-1
podria utilizar roturas preexistentes como puntos de insercién (Morrish et al., 2002, Morrish et
al.,, 2007). En este sentido, es especialmente relevante que, en nuestras manos, la
transposicion de LINE-1 se disminuya especificamente en los tejidos donde otros estudios han
detectado el mMRNA de RAG-2 (en cerebro, retina y en corazon) (Laszkiewicz et al., 2012), y no
disminuya en otros donde RAG-2 esta ausente, como higado. Estos resultados apuntan a que
LINE-1 podria actuar de manera oportunista aprovechando roturas preexistentes posiblemente

generadas por el complejo RAG-1,2.

RESUMEN DE MECANISMOS.

En resumen, nuestro trabajo demuestra que la ausencia de proteinas de reparacién del DNA
en la retina, en concreto de la via NHEJ, interfiere con los proceso de neurogénesis y de
maduracion neural, incrementando la muerte celular programada. Asi mismo, nuestros datos
indican que al menos el una parte significativa de las DDSBs observadas durante el desarrollo
de la retina no son atribuibles al azar sino a la presencia del complejo RAG-1,2. Su actividad
parece coordinada con la via NHEJ y podria ser necesaria para el fitness neural. La posible
relacion entre ambos mecanismos se especifica en la Fig. 5.1. Por ultimo, descartamos que la

generacion de roturas en el desarrollo de la retina se deba mayoritariamente a la actividad del

145



DISCUSION

elemento moévil LINE-1, si bien demostramos que la ausencia de la endonucleasa RAG-2

disminuye su transposicion.

.

ROTURA DIRIGIDA DEL DNA

o Se produce?

-

DISMINUCION DE / - ¢ Reorganizacion Cromos6mica? 7. Y
FITNESS . ¢Regulacién génica?
Problemas de neurogénesis T ———
y diferenciacion de RGCs Derivacion especifica de
la reparacion de la rotura

'

MEJORA DE FITNESS

Neurogénesis y diferenciacion de
RGCs correcta

FIGURA 5.1- POSIBLE INTERRELACION DE LA GENERACION Y LA REPARACION DE
ROTURAS DE DNA EN EL DESARROLLO NEURAL DE LA RETINA.

La actividad endonucleasade RAG-1,2 podria estar generando roturas dirigidas en el DNA
neural. La generacion de las mismas parece estar relacionada con la aptitud (fitness)
neural, y podria afectar a posibles procesos de recombinaciéon cromosémica o regulacion
génica. Las roturas de RAG-1,2 parecen derivarse especificamente a la via NHEJ para su
reparacion.

146



DISCUSION

147



-




CONCLUSIONES

149



6. CONCLUSIONES.

. La presencia de las proteinas de reparacion del DNA por la via NHEJ DNA-PKcs vy
Pol 1 y, al menos, una de las subunidades del complejo endonucleasa RAG-1,2, es

necesaria para la viabilidad celular durante el desarrollo temprano de la retina murina.

. La falta de RAG-2, DNA-PKcs y Pol u afecta al proceso de neurogénesis de la retina,

alterando especificamente la viabilidad de las células ganglionares de la retina.

. RAG-2, DNA-PKcs y Pol p participan también en el proceso de maduraciéon de las
células ganglionares, siendo necesarias para la correcta emision de los axones y para

los procesos de la navegacion axonal intrarretiniana.

. La falta de Pol u provoca alteraciones en la estructura de la retina embrionaria y
también en la localizacion de las neuronas recién diferenciadas. Ademas, en la retina
adulta, se asocia a alteraciones en la irrigacién de la retina y en la distribucién y

ramificacion de los astrocitos.

. La ausencia en el desarrollo de RAG-2, DNA-PKcs o Pol u afecta a la distribucion
espacial en la retina de las proteinas de guia axonal L1ICAM y BRAVO, ambas de la

superfamilia de las inmunoglobulinas.

. La ausencia de las proteinas de generacion y reparacion de roturas del DNA RAG-2 y

DNA-PKcs interfiere con la maduracion microglial en la retina.

. La transposicion de LINE-1 no parece intervenir en el proceso de neurogénesis
temprana de la retina murina. Sin embargo, a lo largo del desarrollo, LINE-1 se
acumula en el DNA en tejidos neurales, incluyendo la retina y parece ser capaz de

integrarse en roturas asociadas a la presencia de RAG-2.
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8-ANEXOS

1- MICROGLIA-MEDIATED IGF-I NEUROPROTECTION IN THE rd10
MODEL OF RETINITIS PIGMENTOSA.

Microglia-Mediated IGF-I Neuroprotection in the rd10
Mouse Model of Retinitis Pigmentosa

Ana I. Arroba,' Noemi Alvarez-Lindo," Nico van Rooijen,* and Enrique J. de la Rosa'

Purrose. To characterize the effect of IGF in the rd 10 mouse
model of retinitis pipmentosa at the cellular level, focusing on
the role of microglia in the neurodegeneralive process.
Mrernops, Both organotypic retinal explants and intravitreal
injections were used to assess the effect of I1GFI on photore-
ceptor cell death in the Pde6h™? mice. Cell death was deter-
mined by TUNEL in retinal sections and by ELISA of free
nuclecsomes in retinal extracts. The number and distribution
of microglial cells was visualized by immunolabeling with
Cdl1b and lbal antibodies. Depletion of microglia in culture
was achieved by treatment with liposomes containing clodro-
nate.

Resurts, Both ex vivo and in vivo 1GF- treatment reduced the
number of TUNEL-positive nuclei in #4760 mouse retinas. In
addition, IGEI treatment in explants increased the number of
microglial cells in the ONL, Depletion of microglia in explants
with liposomes containing clodronate diminished the neuro-
protective effect of IGF but also moderately reduced photo-
receptor cell death in #4070 retinas cultured in the absence of
IGF-L

ConcLusions, 1GE-1is able to attenuate photoreceptor cell death
both ex vivo and in vivo in the »d /0 mouse retina. Microglia is
required [or the neuroproteclive effect of IGEI in the dystro-
phic retina. In addition, microglial cells play a detrimental role,
seemingly led to neuroprotection by 1GE-L (Invest Opbthalinol
Vis Sci. 2011;52:9124-9130) DOL:10.1167/i0vs.11-7736

etinitis pigmentosa (RP) comprises a large group of inher-

ited retinal dystrophies that are clinically similar but genet-
ically heterogeneous Chitp://www.sph.uth.tme.edu/Retnet/
disease. htm). RP evolves with a loss of visual function that, in
most models studied, parallels photoreceptor cell death.!~* Corr
sequently, moderate success in attenuating vision loss in ammal
models of RP has been achieved using melecules that promeote
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cell survival, some of which have progressed o the dimical de-
velopment stape™® (clinicaltrials.gov/ct2/resultstterm =retinitis +
pigmentosa).

Proinsulin, insuling and insulin-like growth factors (1GFs) are
well characterized attenuators of cell death in the developing
and adull nervous system.(’ ? Proinsulin delays photoreceptors
death and prolongs visual function in the rd 70 mouse model of
RE'? whereas insulin extends cone survival in the #d7
mouse. ! Recently, we demonstrated that TGET also attenuates
photoreceptor apoptosis ex vivo in both genetic and experi-
mentally induced RP models.'” To fully explore the therapeu-
tic potential of growth factors of this family in RP, it is crucial
to understand the molecular and celhular mechanisms underly-
ing these observed elTects.

Among other effects, IGFI promotes the proliferation of
macrophages and microglial cells,'® Microglia constitute a par-
ticular macrophage/monocyte lineage in the central nervous
system (CNS) and thus perform the usual immune surveillance
function.’ '7 As in other parts of the CNS, microglial cells in
the retina continuously monitor the environment and respond
to alterations with morphologic, migratory, and proliferative
adaptations that include the autocrine/paracrine secretion of
growth factors and proinflammatory cytokines.*$1? Extensive
studies in the injured brain have revealed that exacerbation of
damage is a common consequence of the microghial response.
However, a graded response ranging from the induction of
neuroprotection to the exacerbation of injury has also been
described, depending on multiple factors, such as the nature
and severity of the damage and the local environmental fea-
tures. %21 Studies in the retina have linked microglial activa-
tion to increased neuronal injury in experimental models of RP,
glaucoma, lightinduced photoreceptor degeneration, diabelic
retinopathy, and agerelated macular degeneration.” ¥ Fur-
ther studies are required to determine whether microglia play
a beneficial role in retinal dystrophies and, more important, to
identify strategies to prevent their detrimental effects.

The rd ! mouse is the most commonly studied mouse model
of RP, though it is not without disadvantages. The onset of RP
in this model occurs early, and disease progression is ageres-
sive. Consequently, electroretinographic recordings of visual
function are of very low intensity, even when partial rescue is
reported. Of particular relevance (o studies of cell death regu-
lation, a partial overlap is observed between developmental
cell death in the inner nuclear layer (INL) and pathologic cell
death in the outer nuclear layer (ONL).?3° To circumvent these
problems, we performed our studies in the rd /0 mouse, which
carries a missense mutation in the Pde6b gene (as opposed to
the nonsense mutation in the same gene of the rd7 mouse),
resulting in a less aggressive phenotype,™ ™ and used this
model to further characterize the elfects of IGFI on retinal
dystrophies. 1G] induced a decrease in pholoreceptor apo-
ptosis in retinal explants, in parallel to an increasc in microglial
cell nnmber. The 1GF-l neuroprotective effect was corrobo-
rated by intravitreal injection. Microglia depletion with clodro-
nate-encapsulated liposomes reduced the neuroprotective ef-

Investizative Ophthalmology & Visual Science, November 2011, Vol 52, No. 12
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Supplementary Figure 1.- Quantification of cell death by ELISA of free
nucleosomes in rd70 mouse retinal extracts. P23 retinal explants from rd!0 mice were
cultured for 24h in basal medium or in the presence of IGF-I (20 nM) (A), in
conjunction with control PBS-encapsulated liposomes or clodronate-encapsulated
liposomes (B). Total retinal extracts were then prepared and cell death quantified by
ELISA. Data represent the mean = SEM of normalized OD measurements in duplicate

samples from 3 independently cultured retinas in 3 independent experiments. ** p=0.01;

5% 5 () 005,
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Supplementary Figure 2.- Quantification of microglial cells in the rd10 mouse
retina. P24 retinas from wild type (WT) or rdI0 mice were processed for
cryosectioning (A and B). Retinal sections were immunostained with Cd11b (red) and
with Ibal (green) to visualize microglial cells. and counterstained with DAPI (blue). C)
Cdl1b-positive and Ibal-positive microglial cells were counted in every retinal layer of
an entire equatorial section, as shown in A and B. Average total numbers of microglial
cells per section and retinal layer (= SEM) are shown. Retinal layers are labeled as ONL
(outer nuclear layer), OPL (outer plexiform layer). INL (inner nuclear layer), IPL (inner
plexiform layer) and GCL (ganglion cell layer). At least 3 retinas and 4 non-adjacent
sections per retina were scored for each experimental point. Scale bar = 75 um in A and

B.
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Supplementary Figure 3.- IGF-I elicits no microglial response in wild type mouse
retinal explants. P23 retinal explants from wild type mice were cultured for 24h in
basal medium (A, C, E) or in the presence of IGF-I (20 nM; B, D, F), in conjunction
with control PBS-encapsulated liposomes (C and D) or clodronate-encapsulated
liposomes (E and F), and subsequently processed for cryosectioning. Retinal sections
were immunostained with Cdl1b (red) and with Ibal (green) to visualize microglial
cells, and counterstained with DAPI (blue). Retinal layers are labeled as ONL (outer
nuclear layer), INL (inner nuclear layer) and GCL (ganglion cell layer). Scale bar = 75

um in A-F,
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Supplementary Figure 4.- Clodronate-liposomes elicit no effect on photoreceptor
apoptosis in wild type mouse retinal explants. P23 retinal explants from wild type
mice were cultured for 24h in basal medium (A and C) or in the presence of IGF-I (20
nM; B and D), in conjunction with control PBS-encapsulated liposomes (A and B) or
clodronate-encapsulated liposomes (C and D). Explants were subsequently processed
for eryosectioning. Cell death was visualized by TUNEL (green; A-D) and the structure
of the retina counterstained with DAPT (blue: A-D). Retinal layers are labeled as ONL
(outer nuclear layer), INL (inner nuclear layer) and GCL (ganglion cell layer). Scale bar

75 um in A-D.
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2- MICROGLIA-MULLER GLIA CROSSTALK IN THE rd70 MOUSE
MODEL OF RETINITIS PIGMENTOSA.

Mic‘roglia-Miiller Glia Crosstalk in the rd10
Mouse Model of Retinitis Pigmentosa

Ana I. Arroba, Noemi Alvarez—Lindo, Nico van Rooijen
and Enrique J. de la Rosa

Abstract Retinitis pigmentosa refers to a large, genetically heterogeneous group of
retinal dystrophies. This condition is characterized by the gradual onset of blindness
due to progressive deterioration of the retina, a process that includes photorecep-
tor and retinal-pigmented-epithelium cell decay and death, microglial recruitment,
reactive gliosis, and vascular disorganization and regression. We found that early in
the degenerative process, the rd! 0 mouse retina exhibits high levels of photorecep-
tor cell death and reactive Miiller gliosis. In explant cultures, both degenerative pro-
cesses were abrogated by IGF-I treatment. Moreover, the beneficial effect of IGF-I
was diminished by microglial depletion using clodronate-containing liposomes.
Interestingly, in the absence of IGF-I, microglial depletion partially prevented cell
death without affecting Miiller gliosis. These findings strongly suggest a role for
microglia-Miiller gha crosstalk in neuroprotection. However, a subpopulation of
microglial cells appears to promote neurodegeneration in the dystrophic retina. Our
findings indicate that beneficial neuroprotective effects may be achieved through
strategies that modulate microglial cell responses.

Keywords Retinal dystrophy + Retinal degeneration + Neuroprotection + Clodronate +
IGF-T
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