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This Doctoral Thesis, entitled “Contribution of the stria medullaris to the habenular
complex: from the prethalamic eminence to the habenula”, is presented as a compendium

of the following publications:

e Stria medullaris innervation follows the transcriptomic division of the habenula.
Scientific Reports. DOI: 10.1038/s41598-022-14328-1. Iris Judrez-Leal, Estefania
Carretero-Rodriguez, Francisca Almagro-Garcia, Salvador Martinez, Diego

Echevarria, Eduardo Puelles.


https://www.nature.com/articles/s41598-022-14328-1
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Imagen propiedad de Iris Judrez Leal. Fibras de la estria medular de un raton Eomes™TnG g E18.5, dénde se puede ver en verde
(GFP) los somas y en rojo (RFP) los axones de las células. Adquisicion de la imagen: Microscopio confocal spinning disk Dragonfly.
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Resumen/Abstract

Resumen

El complejo habenular es un sistema altamente conservado en todos los vertebrados, que
conecta el prosencéfalo limbico con el mesencéfalo y el rombencéfalo rostral. Nuestro
objetivo estaba relacionado con ampliar el conocimiento existente en relacién con las
aferencias hacia la habénula a través de la estria medular, estudiando tanto los ntcleos
que proyectan al complejo habenular, asi como el origen y migracién de la mayoria de

dichas proyecciones desde la eminencia pretaldmica.

En primer lugar, nos planteamos analizar si las proyecciones de la estria medular siguen
el patron transcriptomico de la habénula teniendo en cuenta el nucleo de origen de estas.
Nuestra revision sobre el origen de cada uno de los nucleos, nos han permitido identificar
que la mayoria de los axones que llegan a la habénula respetan el mapa transcriptémico
previamente descrito por Wagner et al., 2016, siendo dicha division mas definida en las
terminaciones de la habénula medial y presentando un cambio a una distribucién menos
restringida en el caso de las proyecciones que terminan en la habénula lateral. Nuestros
resultados revelaron la necesidad de realizar nuevos tipos de experimentos conductuales
para diseccionar las diferentes funciones asociadas al complejo habenular y su correlacion

con las distintas poblaciones neuronales que las generan.

En segundo lugar, nos propusimos estudiar la distribucion de Sarcolipina y comprobar su
utilidad como marcador de las proyecciones septales a la habénula. Corroboramos la
presencia del gen de Sarcolipina en el cerebro de ratén mediante la extraccion de ADNc
y posterior amplificaciéon de la sefial con una PCR. Mediante el ratéon reportero
transgénico Sarcolipina, describimos su patréon de expresion en el cerebro en desarrollo a
partir de E16.5 y hasta estadios postnatales de P14, llegando a la conclusién que no es el
marcador mas adecuado para describir y estudiar la estria medular, pero dado el amplio
patron de localizacion de las células Sarcolipina -positivas, es factible pensar que cumple

una funcion bdsica en el metabolismo del calcio.
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Resumen/Abstract

Por ultimo, nos planteamos estudiar la distribuciéon de Eomes, describiendo posibles
migraciones tangenciales neuronales y su papel en las proyecciones hacia la habénula.
Para ello, utilizamos un ratén transgénico Eomes (GFP nuclear y RFP axonal) para
describir la trayectoria de las neuronas de proyeccion y las diferentes corrientes
migratorias desde la eminencia pretaldmica. Nuestros resultados demostraron, al igual
que las migraciones recientemente descritas en pollo mediante el gen Tbr1 (Alonso et al.,
2021) las tres corrientes migratorias hacia territorios hipotalamicos, del area predptica y
del area septal. Dichos territorios, ademas, estan relacionados con los ntcleos de origen

de la estria medular.

Es importante seguir realizando investigaciones que puedan dilucidar los mecanismos
relacionados tanto con su desarrollo, como con su funcién y con la interconexion entre
estructuras, para poder entender mejor los mecanismos que subyacen a las patologias

asociadas a dichas estructuras.
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Resumen/Abstract

Abstract

The habenular complex is a highly conserved system in all vertebrates, connecting the
limbic forebrain with the midbrain and rostral hindbrain. Our aim was related to extend
the existing knowledge regarding the afferents to habenula through the stria medullaris,
studying both the nuclei that project to the habenular complex, as well as the origin and

migration of most of these projections from the prethalamic eminence.

First, we set out to analyze whether sm projections follow the transcriptomic pattern of
habenula, considering the nucleus of origin of these projections. Our review of the origin
of each of the nuclei allowed us to identify that most of the axons that reach the habenula
respect the transcriptomic map previously described by Wagner et al., 2016, with the
division being more defined in the medial habenula terminations and presenting a shift
to a less restricted distribution in the case of projections that terminate in the lateral
habenula. Our results revealed the need for new types of behavioral experiments to dissect
the different functions associated with the habenular complex and their correlation with

the different neuronal populations that generate them.

Second, we set out to study the distribution of Sarcolipin and to test its usefulness as a
marker of septal projections to habenula. We corroborated the presence of the Sarcolipin
gene in the mouse brain by cDNA extraction and subsequent PCR amplification of the
signal. Using the Sarcolipin transgenic reporter mouse, we described the expression
pattern of Sarcolipin in the developing brain from E16.5 to postnatal stages of P14,
concluding that it is not the most appropriate marker to describe and study stria
medullaris, but given the broad localization pattern of Sarcolipin-positive cells, it is

feasible to think that it plays a basic role in Calcium metabolism.
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Resumen/Abstract

Finally, we set out to study the distribution of Eomes, describing possible neuronal
tangential migrations and their role in projections to the habenula. For this purpose, we
used an Eomes transgenic mouse (nuclear GFP and axonal RFP) to describe the trajectory
of projection neurons and the different migratory currents from the prethalamic
eminence. Our results demonstrated, like the migrations recently described in chicken
using the Tbrl gene (Alonso 2021), the three migratory streams towards hypothalamic,
preoptic area and septal area territories. These territories are also related to the nuclei of

origin of stria medullaris.

It is important to continue research to elucidate the mechanisms related to their
development, their function and the interconnection between structures, in order to
better understand the mechanisms underlying the pathologies associated with these

structures.
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Imagen propiedad de Iris Judrez Leal. Corte sagital de un cerebro de ratén SInCret/+ g p3 donde se puede ver marcado con rojo
(RFP) las células Sarcolipina positivas. Adquisicion de la imagen: Microscopio confocal SPEII.



Introduccién y Objetivos

Introduccion y Objetivos

1. Sistema Limbico

Histéricamente, el sistema limbico ha sido definido y descrito haciendo referencia a su
ubicacion, las estructuras que los conforman y las funciones en las estaba implicado en
un intento de comprender como funcionan los sistemas que controlan el

comportamiento emocional.

En la década de 1850, Paul Broca utilizé el término "le grand lobe limbique" para
referirse a la parte de la corteza cerebral que forma un borde (limbo en latin) alrededor
del cuerpo calloso y el diencéfalo en la cara medial de los hemisferios. Ademas,
consideraba que los bulbos olfativos eran la principal fuente de informacion para el
16bulo limbico. Mas tarde, en 1949, el médico y neurocientifico estadounidense Paul
D. MacLean la denominé lobulo limbico (Neuroscience (Third Edition) D. Purves et

al., 2004; Rolls, 2015; Torrico and Abdijadid, 2022).

Cuerpo calloso
Girocingulado = P _ Forix

Borde del corte del p—

mesencefalo
'

Lébulo témpocal
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Introduccién y Objetivos

Figura 1. El “lobulo limbico” descrito por Paul Broca. Incluye la corteza de la cara medial del
hemisferio cerebral que forma un borde alrededor del cuerpo calloso y el diencéfalo, incluyendo la
circunvolucion cingulada (situada sobre el cuerpo calloso) y la circunvolucién parahipocampal.
Histéricamente, el bulbo olfatorio y la corteza olfativa (no ilustrados aqui) también se han

considerado elementos importantes del l6bulo limbico. Adaptacion de Neuroscience, Dale Purves.

Parte del empefio en las investigaciones, se centraban en tratar de asignar dreas cerebrales
y estructuras a funciones especificas asociadas a dichas estructuras o sistemas. Fue en 1937
cuando James Papez propuso por primera vez que existen circuitos cerebrales especificos
dedicados a la experiencia y la expresion emocional. Para entender qué partes del cerebro
desempeiian esta funcidon, empezd a explorar los aspectos mediales del hemisferio
cerebral. Algunas de las estructuras descritas originalmente por Papez se han demostrado
que no tienen una clara funcion asociada al comportamiento y a las emociones, asi como
otras estructuras que no se incluyeron, si cumplen un papel trascendental en dicho
sistema, como son la corteza prefrontal orbital y medial y la amigdala (Neuroscience

(Third Edition) D. Purves et al., 2004).

En sus investigaciones, Papez demostré que la corteza cingulada y el hipotalamo estan
interconectados mediante proyecciones desde los cuerpos mamilares (parte del
hipotalamo posterior) al nucleo anterior del talamo dorsal, que a su vez se proyecta al giro
cingulado. El giro cingulado (y muchas otras regiones corticales) se proyecta al
hipocampo. Por dltimo, demostr6 que el hipocampo se proyecta a través del fornix (un
gran haz de fibras) de vuelta al hipotalamo (tubérculos mamilares). Papez sugirié que
estas vias proporcionaban las conexiones necesarias para el control cortical de la
expresion emocional, y se conocieron como el "circuito Papez". (Neuroscience (Third

Edition) D. Purves et al., 2004; Vogt, 2019; Torrico and Abdijadid, 2022)

Nauta consideraba limbicas las areas corticales telencefilicas que estin conectadas

reciprocamente a areas subcorticales que se extienden rostralmente desde el septum y
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caudalmente hacia el tronco encefdlico (Roxo et al., 2011). A su vez, excluy6 de los
circuitos el lobulo limbico de Broca, que abarcaba los giros cingulado y parahipocampico,
que eran una parte esencial del circuito “emocional” de Papez y del sistema limbico
definido por MacLean. Nauta, ademas, incluy? el hipotalamo y el mesencéfalo, mientras
que Nieunwenhuys y colegas, afadieron una serie de estructuras pertenecientes al

rombencéfalo (Nieuwenhuys, 2009).

Como se ha descrito anteriormente, los componentes del sistema limbico varian segin
diferentes descripciones neuroanatomicas de los diferentes autores en funcion del avance

en las investigaciones.

Figura 2. Principales vias del sistema limbico. Imagen que muestra un corte sagital del cerebro
humano con las conexiones y vias que forma el sistema limbico. Adaptacién de Sistema Nervioso

Central, Nieuwenhuys, 2009.
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Actualmente, las estructuras incluidas en el sistema limbico se encuentran en la region
general que limita con el hemisferio cerebral y el tronco encefélico, lateral al talamo, por
debajo de la corteza cerebral, pero por encima del tronco encefalico (Catani et al., 2013).
El sistema limbico procesa la informacion sensorial del entorno externo e interno para
determinar, a través de la memoria y la motivacion, las respuestas emocionales,
auténomas, motoras y cognitivas importantes para la autoconservacion y la supervivencia

(Richard, S. 2009).

Clinicamente, algunos trastornos especificos se producen cuando partes del sistema
limbico sufren una lesién. Aunque, los avances en neurociencias han permitido
comprender mejor el papel de cada uno de sus componentes, la organizacién limbica y
sus multiples conexiones, la comprension del sistema limbico dista mucho de ser

completa (Morgane et al., 2005b; Torrico and Abdijadid, 2022).

En cuanto a las funciones asociadas al sistema limbico son la regulacién de la conducta
emocional, en su aspecto mas general. Estd compuesto por circuitos que regulan
sensaciones emocionales y conductas de autoproteccion (alimentacién, lucha, etc.),
circuitos involucrados en estados expresivos, sentimientos de sociabilidad y de
procreacion (Nieuwenhuys, 2009). Posteriormente se ha asociado, ademas, con procesos
emocionales de memoria y motivacidn, estrés, respuestas de adiccion, de refuerzo y de
recompensa. (Hariri et al., 2000; Morgane et al., 2005b). En general, el sistema limbico
colabora en varios procesos relacionados con la cognicion, como la memoria espacial, el
aprendizaje, la motivacion, el procesamiento emocional y el procesamiento social. (Hariri
et al., 2000). EI concepto de “un” sistema limbico necesita de una revisién y ampliaciéon
en términos de conectividad entre los subsistemas limbicos que han sido previamente
descritos y de las funciones subyacentes de dichos subsistemas, ademas de la variedad de
sistemas de control de neurotransmisores que modulan con precision estas vias, con el
objetivo de brindar informacién mas detallada de la organizacién limbica (Morgane et al.,

2005a; Vogt, 2019).
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Dentro de las estructuras que conforman el sistema limbico se encuentra el complejo
habenular, siendo de gran importancia en el sistema nervioso central por considerarse
una estacion de relevo entre distintas areas cerebrales y por recibir y establecer conexiones

con sistemas neuromoduladores principales.

2. Complejo habenular

Entre las poblaciones diencefalicas del sistema limbico nos encontramos con la habénula

(Hb). Se trata de un sistema altamente conservado en todos los vertebrados, que conecta

el prosencéfalo limbico con el mesencéfalo y el rombencéfalo rostral.

Figura 3: Localizacién de la Hb. (A) Imagen de un corte sagital de un cerebro de ratén adulto con
la Hb coloreada para su localizacion. (B) Imagen de una seccion coronal de un cerebro de ratén
adulto con la ampliacién (C) del drea donde se encuentra la Hb, tanto la porcion medial (MHb)
como la lateral (LHD), asi como como su aferencia, la estria medular (sm) y su eferencia, el tracto
retroflejo (nombrado en la imagen como fr, pero al que nosotros abreviaremos como rft). Imagen

modificada de la base de datos Allen Brain Atlas [atlas.brain-map.org].
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Esta poblacion esta constituida por dos nucleos principales, el medial (MHDb) y el lateral,
(LHb; Andres et al.,, 1999). Se encuentra en la parte mas dorsal de la placa alar del
prosémero 2 (Charles Watson-The Mouse Nervous System-Academic Press 2012; Puelles
and Rubenstein, 2003). La Hb recibe proyecciones desde el prosencéfalo basal, via la estria
medular (sm), y proyecta al mesencéfalo basal y rombencéfalo prepontino a través del

fasciculo retroflejo (rft) (Sutherland, 1982; Morgane et al., 2005a).
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Figura 4: Localizacion del complejo habenular, aferencias y eferencias. (A) Esquema de un corte
sagital de cerebro humano con la localizacion de la Hb, la sm y el rft, asi como de los niicleos de
origen de las fibras aferentes y los niicleos diana de las fibras eferentes. (B) Esquema de corte sagital
de cerebro de ratén adulto mostrando las mismas estructuras y tractos. Abreviaturas: IP: niicleo
interpeduncular; LHb: habénula lateral; MHb: habénula medial; RMTg: niicleo tegmental
rostromedial; VTA: drea tegmental ventral. Adaptacion de Aizawa et al., 2013 (ratén) y Aizawa et

al., 2019 (humano).

2.1 Division de la habénula

Clasicamente, la Hb se dividia en las porciones medial y lateral del LHb y en las porciones
rostral y caudal del MHb (Herkenham and Nauta, 1977; Herkenham and Nauta, 1979).
Mediante el analisis citoarquitectdnico del complejo habenular en el cerebro de la rata, la

LHD se dividié posteriormente en 9 subntcleos y la MHb en 5 subntcleos (Andres et al.,
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1999). Esta subdivision fue confirmada afos después por la distribucion de
neurotransmisores en los subnucleos realizada por (Aizawa et al., 2012). Segun los
criterios topograficos, citoquimicos, morfoldgicos e inmunocitoquimicos, la subdivision
habenular descrita en rata anteriormente, también se demostré en el cerebro de raton
(Wagner et al., 2014). Un estudio de caracterizacion transcriptomica detallada corroboré
la subdivisién de los subnucleos descritos previamente en el Hb de ratéon (Wagner et al.,
2016). En relacion a dichos estudios, finalmente se describié que la LHb mostraba una
division medial que incluia subntcleos centrales (LHbMC), marginales (LHbMMg),
parvocelulares (LHbMPc) y superiores (LHbMS) y una divisidon lateral que incluia:
subnucleos lateral (LHbL), basal (LHbLB), magnocelular (LHbLMc), marginal
(LHbLMg), oval (LHbLO) y parvocelular (LHbLPc). La MHb se subdividié en partes
dorsal (MHbD), superior (MHbS), ventral medial (MHbVm), ventral central (MHbV¢) y
ventral lateral (MHbV]).

En los ultimos anos, el desarrollo de técnicas de secuenciacion de ARN unicelulares ha
permitido estudiar en profundidad el perfil de expresion de neuronas pertenecientes a la
Hb de forma disociada (Hashikawa et al., 2020; Wallace et al., 2020a). Estos anélisis dieron
como resultado la identificacion mediante un perfil transcriptémico de 12 grupos
neuronales que coincidian en gran medida con las subdivisiones morfoldgicas y
transcriptomicas habenulares. Algunos de ellos pertenecian a subnucleos especificos y
otros a subdivisiones dentro de un subnucleo particular. Este resultado puso de
manifiesto la gran complejidad que presentan las subpoblaciones neuronales del complejo

Hb (Hashikawa et al., 2020; Wallace et al., 2020b).
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Figura 5: Subdivisiones de la Hb. (A) Imagen de la subdivision de la Hb en rata propuesta por
Andrés et al., 1999. (B) Imagen de la adaptacion de las subdivisiones propuestas por Andrés, al
cerebro del ratén propuesto por Wagner et al., 2016.

Esta nueva clasificaciéon de los subnucleos habenulares mucho mas compleja que la
anterior nos llevo a preguntarnos si las fibras provenientes de la sm, con sus multiples
origenes, podrian mostrar una topografia que se ajustara a este nuevo orden

citoarquitectdénico.

2.2 Desarrollo del complejo habenular desde el modelo prosomérico

El sistema de conduccion diencefalico se compone de tres estructuras: la sm, el complejo
habenular y el rft (Sutherland, 1982). Dichas estructuras estin evolutivamente
conservadas y presentes en practicamente todos los vertebrados, que desempefian un
papel importante en la conexion del cerebro anterior con el resto del sistema nervioso

central (Chatterjee and Li, 2012; Roberson and Halpern, 2018).

30



Introduccién y Objetivos

En el modelo prosomérico, el diencéfalo se subdivide en tres territorios transversales:
prosomero 1 (pl), prosémero 2 (p2) y prosémero 3 (p3), cada uno de los cuales presenta
una identidad molecular y un destino caracteristicos (Charles Watson-The Mouse
Nervous System-Academic Press, 2012; Rubenstein 1994; Puelles et al., 1987, 2013a;
Bulfone et al., 1993; Rubenstein et al., 1994, 1998). En el cerebro adulto, estas unidades
transversales diencefalicas contienen los siguientes complejos anatémicos en sus placas
alares el pretectum (en pl), el talamo y el epitalamo en p2), el pretalamo y la eminencia
pretalamica (PThE; en p3) (Charles Watson-The Mouse Nervous System-Academic
Press, 2012; Puelles and Rubenstein, 2003).

Placa del techo
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Figura 6: Segmentacion del cerebro en desarrollo del modelo prosomérico. Diagrama de una vista

lateral de la organizacion segmentaria del cerebro en desarrollo de raton. El telencéfalo se divide en
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el pallium y las regiones subpalliales [estriado, pallidum, dominio diagonal y drea predptica]. La
placa septal (sombreado gris) se extiende desde el techo telencefdlico hasta la comisura anterior en
desarrollo. En el hipotdlamo terminal se estdn diferenciando la vesicula ocular, la neurohipéfisis y
los cuerpos mamarios. En el hipotdlamo peduncular se estd desarrollando el niicleo subtaldmico. La
linea roja representa el limite alar-basal, también en el mesencéfalo y el diencéfalo. Adaptacion de

Puelles et al., 2013.

El dominio p2 da lugar, entre otras estructuras, a la Hb, por lo que la formacién de la Hb
depende de la adecuada especificacion y regionalizacion del diencéfalo y sus prosémeros
(Chatterjee and Li, 2012; Roberson and Halpern, 2018). El organizador diencefélico
medio es una fuente de morfégenos como Wnt, Fgf y Shh y esta implicado en la frontera
entre p2 y p3, asi como en el modelado de p2 (Roberson and Halpern, 2018). Por otro
lado, el gen Pou4fl (también conocido como Brn3a) se expresa en la Hb en desarrollo y
es esencial para su desarrollo (Xiang et al., 1996; Quina et al., 2009). La Hb, a pesar de ser
muy heterogénea y compleja en su composicion, tiene una identidad molecular que se
distingue de otras regiones del cerebro. Los estudios genéticos han identificado moléculas
que son importantes para el desarrollo de los rasgos neuroldgicos de la Hb, como la
fasciculacion y la orientacion de los axones (Giger et al., 2000; Kantor et al., 2004; Quina
et al., 2009). Sin embargo, sigue sin resolverse como se especifica la identidad habenular

(Chatterjee and Li, 2012).

2.3 Funciones de la habénula

Debido a la complejidad y heterogeneidad en su composicién, como se ha descrito
anteriormente, se sabe que la Hb esta implicada en gran variedad de funciones que
modulan diversos estados, como son el miedo y la ansiedad, la aversion y la recompensa,
el dolor, el suefio y los comportamientos reproductivos y agresivos (Sutherland, 1982;

Hikosaka, 2010; Hennigan et al., 2015; Bafio-Otalora and Piggins, 2017; Cerniauskas et
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al., 2019; Lazaridis et al., 2019; Boulos et al., 2020). La actividad habenular también ha
sido implicada en condiciones clinicamente relevantes, con una desregulacion
intensamente asociada a los trastornos depresivos (Shumake et al., 2003; Sartorius and
Henn, 2007; Li et al., 2011; Liu et al., 2017; Jester-Broms, 2018; Aizawa and Zhu, 2019), a
la enfermedad mental (Fakhoury, 2017; Biihler and Carl, 2021)y a la adiccién a las drogas
(Fakhoury and Dominguez Loépez, 2014; Velasquez et al., 2014; Loonen and Ivanova,
2016; Batalla et al., 2017; Fakhoury, 2018).

En términos mas especificos, la MHb se ha asociado con la mediaciéon de respuestas
analgésicas, autonémicas, de recompensa, ansiedad y miedo (Gardon et al., 2014; Hsu et
al., 2014, 2016a). Mas concretamente, el aspecto dorsal del MHb se ha relacionado con la
motivacion para el ejercicio, la regulacion del estado hedénico, el circuito de refuerzo
intrinseco y las conductas aversivas (Hsu et al., 2014; Koppensteiner et al., 2016a; Lee et
al., 2019). El aspecto ventral del MHD se ha implicado en la adicciéon a las drogas, la
ansiedad y la depresion (Hsu et al., 2013; Yamaguchi et al., 2013; McLaughlin et al., 2017;
Lee et al., 2019). Por lo tanto, la MHb de vertebrados estd relacionada con el
comportamiento emocional (Hsu et al., 2014, 2016b; Koppensteiner et al., 2016b; Lee et
al.,, 2019). Por otro lado, se ha comprobado mediante la eliminacion selectiva (por
inyeccion de toxinas) del nucleo triangular del septum (TS) y por tanto la eliminacién de
su proyeccion a la MHb, probando que produce en el raton adulto, un deterioro especifico

de los trastornos relacionados con la ansiedad y el miedo (Yamaguchi et al., 2013).

Por el contrario, el LHb ha sido considerado como un sistema anti-recompensa y aparece
asociado al control conductual y motivacional. De hecho, el LHb esta implicado en la
regulacion del estado de animo, estrés, los circuitos circadianos, el comportamiento
maternal y el comportamiento agresivo (Pobbe and Zangrossi, 2008; Stamatakis et al.,
2016; Mathis and Lecourtier, 2017; Mendoza, 2017; Mizumori and Baker, 2017; Gold and
Kadriu, 2019; Lazaridis et al., 2019; Li et al.,, 2021a; Nuno-Perez et al., 2021). Los
resultados obtenidos en experimentos conductuales apuntan a una relacién del LHb con
la respuesta de indefension aprendida, asi como con la conducta de recompensa, aversion

o castigo (Hong and Hikosaka, 2008; Matsumoto and Hikosaka, 2009; Hikosaka, 2010; Li
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etal, 2011; Proulx et al., 2014; Stamatakis et al., 2016; Flanigan et al., 2017, 2020). Aunque
la adiccidn tiene una estrecha relacion con el correcto funcionamiento de la MHb, hay
estudios que consideran la implicacién de la LHb en dicha patologia (H (Gill et al., 2013;
Li et al., 2021Db).

Esta implicacion en las funciones descritas provoca que la falta de funcion total o parcial
de esta estructura neuronal esté intimamente relacionada con enfermedades psiquiatricas
como la depresion profunda (asociada a comportamientos como la reduccion en la
actividad motora voluntaria, alteracion en niveles de dopamina y serotonina, alteracion
del ciclo circadiano, etc.), la psicosis y esquizofrenia asociada al consumo de drogas, asi
como los comportamientos relacionados con la obtencién de recompensas y la evitacion
o la conducta aversiva relacionada con el refuerzo negativo (Judrez-Leal et al., 2022). El
consumo continto de cocaina y anfetamina provocan una degeneracion localizada del rft
en ratas. También, en pacientes con esquizofrenia crénica se ha encontrado una mayor
prevalencia de calcificaciones de la Hb (Hikosaka, 2010), haciendo visible la importancia
de profundizar en investigaciones que estudien en detalle, tanto las patologias que
aparecen como dafio colateral al consumo de sustancias, como las patologias que
desarrollan por una alteracion en el desarrollo y/o la funcién de una o varias estructuras

cerebrales.

2.4 Conectividad de la habénula: aferencias y eferencias

La formacidon de conexiones precisas entre los axones aferentes y sus neuronas asociadas es
esencial para el ensamblaje de circuitos neuronales y la correcta funcion del sistema nervioso
central. La organizacién del cerebro ya sea en forma de nucleos neuronales o en estructuras
laminadas y su conectividad intrinseca, requieren de la expresion restringida de sefales

instructivas especificas (Tessier-Lavigne and Goodman 1996)
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El gran conjunto de estudios funcionales de las estructuras que conforman el sistema nervioso
central no siempre se ha acompafiado de estudios de conectividad durante el desarrollo
embrionario. Los mecanismos celulares y moleculares implicados en la toma de decisiones por
parte de las fibras de la sm son préacticamente desconocidos. En los ultimos afios, en cambio, ha
habido una serie de publicaciones que han ampliado el conocimiento sobre dichos mecanismos

en el caso del rft (Moreno-Bravo et al., 2016; Company et al., 2021b, 2021a)
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Figura 7: Aferencias y eferencias a la Hb. Esquema que representa los distintos niicleos que
proyectan axones a través de la sm hacia la Hb, y los niicleos diana de las proyecciones eferentes de
la Hb, asi como las proyecciones colaterales desde dichas estructuras, propuesto por Hikosaka et al.,

2010. Adaptacion de Hikosaka et al., 2010.

Fasciculo retroflejo

El fasciculo rft es la principal eferencia de la Hb. La MHb proyecta principalmente al
nucleo interpeduncular (IP) donde los axones cruzan varias veces la placa del suelo del r1
para inervarlo (Santiago Ramoén y Cajal, 1909). A su vez, el IP inerva dianas secundarias,
como el rafe medio, el area tegmental ventral y los nicleos tegmentales dorsales (Shibata

and Suzuki, 1984). Los axones de la LHb inervan varios nucleos diana en el mesencéfalo,
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como la sustancia negra pars compacta y darea tegmental ventral (Araki et al., 1988;
Brinschwitz et al., 2010), el rombencéfalo rostral, como el complejo del rafe (Wang &

Aghajanian 1977) y locus ceruleo (Herkenham and Nauta, 1979a).

Moreno-Bravo et al., 2016 definid la compleja trayectoria axonal, redefiniendo el obsoleto
concepto de que el fasciculo rft era un tracto recto debido a la deformacidon secundaria
provocada por la flexura cefalica. Describié que el primer paso de los axones desde la
MHD es crecer de forma fasciculada y dorsoventral, presumiblemente atraidos por una
interaccion de Netrinl (Ntn1)-DCC de la region ventral (Funato et al., 2000) y rechazados
de forma antero-posterior por la interaccién entre neuropilinas y semaforinas de las
placas alares diencefalicas (Funato et al., 2000; Sahay et al., 2003; Kantor et al., 2004). Una
vez que llegan al tegmento del talamo, son rechazados por la placa del suelo, a través de
una interacciéon Robol-Slit2 (Moreno-Bravo et al., 2016). Los axones se re-dirigen
entonces caudalmente hacia el tegmento mesencefdlico y luego a la placa basal del

rombencéfalo 1, hasta sinaptar con el nicleo interpeduncular (IP).

Posteriormente, Company et al., 2021b confirmé el papel de sustancia negra pars
compacta y del drea tegmental ventral como objetivos intermedios y como responsables
de orquestar la localizacion precisa de molécula de Ntnl, y por tanto relacionada con la
generacion de la senal necesaria para que los axones del rft provenientes de la MHb que
expresan DCC, realicen la flexién caudal. Posteriormente, Company et al., 2022
demostraron el papel del gen Amigo2 en la fasciculacion (que no en la navegacion) del

tracto rft.
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Estria medular

La sm es el principal tracto aferente al complejo Hb. Este tracto altamente fasciculado
contiene fibras originadas en diferentes poblaciones neuronales localizadas en el
prosencéfalo secundario (hipotalamo y vesicula telencefalica; (Herkenham’ And and
Nauta, n.d.; Herkenham and Nauta, 1979b; Bulfone et al., 1993; Puelles and Rubenstein,
2003; Ferran et al., 2015). El sm fasciculado recorre la cara mas dorsal del prosémero
pretalamico, conocida como eminencia pretalamica, transportando axones desde sus
multiples origenes, caudalmente hacia el prosémero talamico para alcanzar el complejo

Hb.

.
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Figura 8: Diagrama del prosencéfalo secundario con las vias aferentes y eferentes de la Hb. El
recorrido de la sm aparece en color azul aguamarina y el recorrido del rft en color verde. Adaptacion

de Moreno-Bravo et al., 2016.

La sm constituye una de las conexiones principales entre las eferentes provenientes del
sistema limbico cortical, subcortical e hipotalamico y la Hb. Esta ultima sirve de estacion

intermedia con las poblaciones nucleares del tegmento mesencefalico y rombencefalico.
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De ahi su relevancia en la clinica por la gran variedad de funciones basicas que controla
como el control del sistema dopaminérgico, serotoninérgico, ritmos circadianos,
cognicion, etc. (Sutherland, 1982; Hikosaka, 2010; Loonen and Ivanova, 2016). Cualquier
alteracion en la formacion de esta circuiteria desemboca en graves alteraciones
psiquidtricas y neuroldgicas como la depresion, ansiedad y adiccion a las drogas (Sartorius
and Henn, 2007; Velasquez et al., 2014; Hennigan et al., 2015; Li et al., 2017; Lazaridis et
al., 2019).

Comprender los procesos necesarios tanto para el desarrollo como para el correcto
funcionamiento del complejo cableado de entrada (aferencia) como de salida (eferencia)
de la Hb, es esencial para poder entender las consecuencias clinicas en patologias

asociadas a dichas estructuras.

2.5 Nucleos que proyectan a la habénula a través de la estria medular

Estas aferentes, a pesar de tener diferentes origenes, se concentran en un tnico tracto, la
sm. Los axones contenidos en este tracto se pueden dividir en dos grupos, dependiendo
de si su objetivo es la MHb o la LHb. Las fibras que terminan en la LHb tienen su origen
en la regidn preoptica, el palido, el estriado, la amigdala extendida y el hipotalamo lateral.
Las fibras que terminan en la MHb se originan principalmente en el ntcleo TS y en el
nucleo septofimbrial (Herkenham and Nauta, 1977; Geisler and Trimble, 2008;
Viswanath et al., 2014). A nivel de sinapsis, los primeros estudios identificaron entradas
sinapticas excitatorias mixtas purinérgicas y glutamatérgicas al MHDb desde el septum
posterior en la rata (Edwards et al., 1992). Esta inervacion diferenciada hace que los dos

subntcleos habenulares estén implicados en diferentes funciones superiores.

Se ha descrito que las fibras sm se originan en los territorios hipotalamico, palidal y septal.
Segun se informa, el MHDb recibe entradas del nicleo TS, el ntcleo septofimbrial, el area

septal, el nucleo del lecho de la comisura anterior (BAC) y de neuronas entopedunculares
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hipotalamicas (Herkenham and Nauta, n.d.; Viswanath et al., 2014; Wallace et al., 2017;
Watanabe et al., 2018; Hu et al., 2020). El LHb, como se describié por primera vez, esta
inervado por, el nucleo entopeduncular (erréneamente identificado como ganglios
basales y nucleo accumbens), las regiones predpticas y al septum (Herkenham and Nauta,
1977). Esta descripcion fue posteriormente confirmada y completada, concluyendo que
el LHb recibe inputs de la sustancia innominada (SI; (Knowland and Lim, 2018), nucleo
entopeduncular dorsal (EPD; Hong and Hikosaka, 2008; Shabel et al., 2012; Li et al., 2019;
Wallace et al., 2020a)y drea hipotalamica lateral (LHA; Stamatakis et al., 2016; Lecca et al.,
2017; Lazaridis et al., 2019). Cabe destacar que recientemente se ha descrito que casi todas
las poblaciones neuronales que proyectan al Hb en aves estan colonizadas por neuronas
glutamatérgicas de migracidn tangencial originadas en la eminencia pretalamica (Alonso
et al., 2020a, 2021). Existen tres corrientes migratorias heterocrdnicas, por las que la
eminencia pretaldmica puebla regiones hipotalamicas, preodpticas, palidales y septales
(Watanabe et al., 2018a; Alonso et al., 2021). El patron especifico de inervacion producido
por las diferentes poblaciones neuronales aferentes en los subnucleos LHb o MHb ha sido
poco estudiado. Sdlo se ha descrito previamente la inervacion especifica del LHbLO por

el EPD (Kowski et al., 2008; Wallace et al., 2020a).

2.6 Eminencia pretalamica

La PThE (algunos autores se refieren a ella como "eminencia taldmica") es una region
diencefalica en el subdominio mas dorsal del pretilamo, que corresponde a p3 en el
modelo prosomérico para el desarrollo del cerebro anterior de los vertebrados (Alonso et
al., 2020a). El PThE ha sido considerado previamente como una parte dorsal del p4, fue
reconocido como un dominio dorsal al pretalamo, ocupando alli una posicién analoga a
la de la Hb relativa al tidlamo (Puelles and Rubenstein, 2003), atravesado
longitudinalmente por la sm, una caracteristica tipica para los limites interprosencefalicos
(Alonso et al., 2021). Este tracto fasciculado, discurre por la cara mas dorsal del
prosomero pretalamica, llevando axones desde sus multiples origenes, caudalmente hacia

el prosomero talamica para alcanzar el complejo habenular (Juarez-Leal et al., 2022). El
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PThE es un centro de sefializacion en el ratén en desarrollo, en el papel de organizador
del diencéfalo (Abbott and Jacobowitz, 1999; Adutwum-Ofosu et al., 2016). Ademads, esta
zona se ha propuesto como fuente neurogénica de células de Cajal-Retzius y del bulbo
olfatorio, siendo el bulbo olfatorio la via mas larga reportada para la migracion de
neuronas de proyeccion en el cerebro anterior (Huilgol et al., 2013; Ruiz-Reig et al., 2017a;

Alonso et al., 2020a).

El pretalamo se considera el sitio neurogénico de las neuronas GABAérgicas que poblaran
el talamo en el cerebro adulto (Inamura et al.,, 2011) y, por tanto, expresa genes que
codifican factores de transcripcion implicados en la neurogénesis GABAérgica, pero
observaron que el PThE es negativa para genes relacionados con la neurogénesis
GABAérgica y, en cambio, positiva para genes que participan en la neurogénesis
glutamatérgica como Pax6, Neurog2 y Tbr2 (Schuurmans and Guillemot, 2002.; Mattar
et al., 2004; Englund et al., 2005; Ruiz-Reig et al., 2017b; Hevner, 2019; Puelles, 2019).

En el drea septal, se encuentra la misma diversidad celular y Watanabe et al., 2018b
basando su estudio en dicha heterogeneidad neuronal, observo diferencias en la
composicion neuronal entre el septum posterior glutamatérgico y otros nucleos septales
GABAérgicos, demostrando finalmente la migracion rostro-dorsal de células desde el
PThE hacia el septum posterior para originar el nucleo TS y el BAC, siendo ntcleos de
proyeccion a la Hb a través de la sm. Ademads, un estudio publicado recientemente en
pollo demostré que tres corrientes celulares migratorias salen del PThE hacia rostral,
dirigiéndose a multiples sitios en el hipotalamo, el subpallium y el drea septocomisural,
basdndose en el analisis descriptivo del desarrollo de la expresion cerebral del gen Tbrl
en embriones de pollo y utilizando el procedimiento de injerto quimérico homotdpico

codorniz-pollo (Alonso et al., 2021).

Previamente a los hallazgos encontrados por Watanabe et al. y Alonso et al., una de las
hipétesis que nos planteamos era la posibilidad de que la sm utilizara la PThE como diana

intermedia, basandonos en la informacion que disponiamos acerca de como el rft utiliza
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la sustancia negra pars compacta como diana intermedia para continuar su camino hacia
el nucleo interpeduncular, y asi simplificar la complejidad de su trayectoria. Una
trayectoria tan compleja y larga como la que presenta la sm, daba lugar a plantear dicha
posibilidad puesto que la PThE se encontraba en una ubicacién muy estratégica y
coincidiendo con la ruta de la sm, que cabia esperar que estuviera produciendo las
moléculas necesarias para la correcta navegacion de los axones en crecimiento en
direccién hacia la Hb. No obstante, serian necesarios mas estudios que amplien la

informacidn relacionada con dicha estructura y las posibles funciones atin no descritas.

3. Marcadores especificos de la estria medular

Dadala complejidad en cuanto a sus origenes y la trayectoria de los axones que conforman
la sm, resultaba de vital importancia identificar moléculas que nos permitieran distinguir
entre las distintas fibras que conforman dicho tracto y poder estudiarlo con mayor
profundidad. Para ello, se realizé una amplia busqueda bibliografica y de expresion génica
en la base de datos de Allen Brain Atlas (Allen Mouse Brain Atlas, mouse.brain-map.org)
para identificar todas aquellas moléculas que pudieran resultar de utilidad para el estudio

y descripcion de este grupo de axones.

En cuanto a estudios previos que identificaran marcadores especificos de la sm, nos
encontramos con el realizado por Abbott et al., 1999, utilizando la Calretinina.
Previamente los estudios habian descrito tipicamente desde el punto de vista morfoldgico,
utilizando la tincion de Nissl, pero la descripcion que realiza acerca de las células positivas
en la PThE, de aparicién a E11.5 y aparicion de primeras fibras de la sm en direccién a la

Hb a E13.5, que aport6 una valiosa informacion acerca de dichas estructuras.

Existen marcadores mas generales, como son los neurofilamentos, fundamentales para el
crecimiento radial de los axones y determinar su calibre, sirviendo como marcadores de

los axones neuronales. Este es el caso de neurofilamento (NF), que resulta de utilidad para
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estudiar la sm, pero en su conjunto, puesto que es positiva a NF asi como el resto de tractos
del cerebro del raton. Cabe destacar, que NF resulta de gran utilidad para poder detectar
neurodegeneracion o lesion en estructuras cerebrales (Graham et al., n.d.; Yuan and
Nixon, 2021). La lesion y la pérdida neuroaxonal provocan la liberacion de componentes
del citoesqueleto, incluidos los neurofilamentos, en el liquido cefalorraquideo y la sangre
periférica. Una vez liberados, los neurofilamentos son altamente inmunogénicos,

induciendo una respuesta especifica de anticuerpos (Zmira et al., 2020).

Algo similar ocurre con glicoproteina axonal transitoria-1 (Tagl), debido a que se expresa
en cuerpos celulares de motoneuronas y en axones, sobre todo durante las primeras fases
de diferenciacion durante el desarrollo embrionario (Suter et al., 2020), por lo que es de

utilidad, al igual que NF, para estudiar la sm pero a su vez no es especifico para marcar de

forma especifica los distintos axones.

Figura 9: Marcadores de la sm. Cortes sagitales de cerebros embrionarios de ratén en a E17.5
mostrando una inmunohistoquimica contra Neurofilamento (A), Tagl (B) y CR (C). El
neurofilamento se distribuye en varios tractos axonales, siendo el sm entre ellos. La distribucion de
Tagl es mds especifica estando también presente en el rft y en las fibras corticofugales. Cr se expresa
especificamente en la PThE y en la sm. Abreviaturas: EpT: eminencia pretaldmica; mth: tracto

mamilotaldmico; rft: tracto retroflejo; sm: estria medular; Th: tdlamo.

Por otro lado, encontramos dos proteinas, la Sarcolipina y Eomes que parecian ser
especificas de los axones provenientes de los territorios septales, pudiendo estudiar la sm

en mayor profundidad, por tanto, decidimos analizar dichas proteinas en profundidad.
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3.1 Sarcolipina

La Sarcolipina (Sln) es una pequefia proteina asociada originalmente al reticulo
endo/sarcoplasmico (Wawrzynow et al., 1992). Originalmente se describi6 que su funciéon
es modular el canal de la ATPasa de Calcio (Ca2+) del reticulo sarcoplasmico (SERCA1
(Atp2al); Odermatt et al., 1997, 1998). Sln junto con su homoéloga Phospholamdan
(PLN), otro regulador de SERCAL1, interactua con el elemento regulador de esta bomba
de Ca2+ (MacLennan et al., 2003). El papel de Sin es inhibir la captacién de Ca2+ por
SERCAL1 desde el citoplasma al reticulo sarcoplasmico (Odermatt et al., 1998). Esta
inhibicion impide la contracciéon muscular (Tupling et al., 2002) y desempefia un papel
en la termogénesis sin escalofrios del musculo esquelético (Bombardier et al., 2013; Gamu
et al., 2014, 2015; Bal et al., 2017, 2021). Por lo tanto, desempefia un papel importante en
la termogénesis muscular y el metabolismo energético de todo el cuerpo (Gamu et al,,
2014, 2015). Sln se expresa especificamente no s6lo en los musculos, sino también en las
camaras auriculares cardiacas (Minamisawa et al., 2003). Originalmente se describio
como no expresada en el cerebro humano adulto (Odermatt et al., 1997), pero los datos
obtenidos de experimentos de RNAseq en raton han demostrado su presencia (Vied et
al., 2016; Papathanou et al., 2019). Mientras que SERCA1 se localiza principalmente en
células musculares, SERCA2 (Atp2a2) y SERCA3 (Atp2a3), otros miembros muy
similares de esta familia genética, se expresan en el cerebro. También se ha demostrado la

interaccion de Sln con SERCA2 (Asahi et al., 2003; MacLennan et al.,2003).

El Ca2+ participa en funciones neuronales vitales como la transmision de sefales, la
actividad sinaptica, la migracion neuronal, etc. Es introducido en la neurona por canales
iénicos dependientes de voltaje y movilizado desde los reservorios intracelulares por
canales intracelulares como la familia SERCA (Brini et al., 2014; Cali et al., 2014; Rathod
et al., 2021). Este movimiento de Ca2+ aumenta su nivel citosélico donde es controlado
por las mitocondrias y las proteinas de uniéon a Ca2+. Por lo tanto, el reticulo
endoplasmico juega un papel vital en la homeostasis intracelular del Ca2+ (Karagas and

Venkatachalam, 2019), al igual que sus bombas y reguladores de Ca2+. Las alteraciones
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en esta homeostasis dan lugar a un deterioro de la plasticidad neuronal, disfuncién
sinaptica y muerte neuronal y se ha relacionado con varias enfermedades
neurodegenerativas (Zii and Reiser, n.d.; Brini et al., 2014; Karagas and Venkatachalam,

2019).

En el desarrollo embrionario del sistema nervioso central, el Ca2+ desempefia un papel
durante el refinamiento sindptico neuronal. La presencia de ondas de Ca2+ en el cerebro
en desarrollo es necesaria para estabilizar y refinar los contactos sindpticos entre las
neuronas jovenes (Rosenberg and Spitzer, 2011; Alhajeri et al., 2022). En el cerebro
adulto, ademas de su papel como sefal intracelular, el Ca2+ interviene en la activacion de
sefiales antiapoptoticas, aunque cuando su concentraciéon mitocondrial es elevada, a su
vez produce apoptosis, lo que esta relacionado con enfermedades neurodegenerativas
como el Parkinson o el Alzheimer (Sanchez et al, 2010; Brini et al., 2014; Cali et al., 2014;
Hallacli et al., 2022). Es factible pensar que todas las proteinas relacionadas con el trafico

de Ca2+ deben ser necesarias para regular su multiple funcién.

3.2 Eomes

Tbrl y su homdlogo Tbr2 tienen un dominio de expresion restringido y conservado en el
palio telencefalico en el pollo al igual que en el ratén (Bulfone et al., n.d.). Ambos tienen
funciones relacionadas con la regulacion de los primeros pasos en el compromiso y/o
diferenciacion del destino de las neuronas de proyeccion (Englund et al., 2005b; Hevner,

2019b).

Tbr2 (gen de la eomesodermina; Eomes), la expresion se encuentra precozmente en E10.0
en las partes paliales (corticales) del telencéfalo que incluyen el primordio de la corteza
olfativa, el neocoértex, el hipocampo y partes del septo y la amigdala. También se expresa
en la conexion del palio con el diencéfalo, territorio conocido como PThE (Bulfone et al.,

1999).

44



Introduccién y Objetivos

Eomes es un factor de transcripcion T-box con una importante funcién en el desarrollo y
necesario para la diferenciacion y especificacion de subtipos de neuronas de proyeccion
glutamatérgicas en una variedad de regiones cerebrales (Bulfone et al., n.d; Fink et al.,
2006; Hodge et al., 2013). Eomes regula el transcriptoma activando o reprimiendo cientos
de genes diana directos (Insml, Pax6, Tbrl, etc.) y responsables de la génesis de los
progenitores intermedios (PI). Sin Eomes los PI anormales se acumulan transitoriamente
en numeros elevados (Hevner, 2019¢). En ausencia de Eomes, los IP se agotan a pesar del
aumento de la proliferacion de células madre neurales y la neurogénesis se detiene como
resultado de una diferenciacion neuronal fallida (Hodge et al., 2008a, 2012a). La pérdida
de la funcién de Eomes compromete gravemente el desarrollo del giro dental y la
inactivacion condicional de Eomes durante el desarrollo temprano del cerebro causa

microcefalia y graves déficits de comportamiento (Arnold et al., 2008a).

45



Introduccién y Objetivos

Objetivos

1. Analizar si las proyecciones de la sm siguen el patrén transcriptéomico de la Hb

teniendo en cuenta el nucleo de origen de las mismas.

2. Estudiar la distribucion de Sarcolipina y comprobar su utilidad como marcador

de las proyecciones septales a la Hb.

3. Estudiar la distribucion de Eomes, describiendo posibles migraciones tangenciales

neuronales y su papel en las proyecciones hacia la habénula.
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Imagen propiedad de Iris Judrez Leal. Cerebro de raton adulto en criotomo, realizando cortes coronales para posterior
inmunohistoquimica. Adquisicién de la imagen: Cdmara Nikon D850.



Materiales y Métodos

Materiales y métodos

Experimentacion animal

Toda la manipulacién de los ratones y los procedimientos experimentales se realizaron
de acuerdo con las directivas de los gobiernos espanol (Real Decreto 53/2013, de 1 de
febrero de 2013) y de la Unién Europea (Directiva 2003/65/CE del Parlamento Europeo
y del Consejo, de 22 de julio de 2003) sobre la proteccidon de los animales utilizados en
experimentacion y otros fines cientificos. Los protocolos fueron aprobados por el Oficina
de Investigacion Responsable (OIR) de la Universidad Miguel Hernandez
(2016/VSC/PEA/00190).

Todas las lineas de ratones utilizadas comparten fondo genético C57BL/6], y han sido
obtenidas de la Unidad de Sant Joan d’Alacant del Servicio de Experimentaciéon Animal
de la Universidad Miguel Herndndez de Elche. En el citado animalario, los animales se
encuentran en condiciones controladas de temperatura (21+ 1°C y 40-45% de humedad)

con ciclos de 12 horas de luz/ oscuridad. La comida y agua estan disponibles ad libitum.

Lineas de modelos murinos

- SIn“*: La cepa de raton SIn“** fue generada y cedida por el laboratorio del Dr.
Atsushi Nakano en la Universidad de Ucla, Estados Unidos (Nakano et al., 2011;
Shimura et al., 2016). El ADNc de la recombinasa cre se colocd en el locus

enddgeno del exdén 2 de Sln mediante recombinacién homologa.
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-  R26R-CAG-TdTomato: La cepa de raton R26R-CAG-TdTomato fue adquirida
en los laboratorios Jackson (cepa con niimero de referencia 007905). Los ratones
R26R-CAG-TdTomato expresan una fluorescencia tdTomato robusta tras la

recombinacion mediada por cre.

- Knock-in Gad®*®'*: La cepa de ratén Gad®#"’* fue adquirida en los laboratorios
Jackson (cepa con numero de referencia 007677). ADNc que codifica GFP
mejorada (EGFP; ClonTech, Palo Alto, CA) se dirigi6 al locus que codifica GAD67

mediante recombinacién homologa (Tamamaki et al., 2003).

- SIln“*; tdTomato™*: La cepa de ratén Sin“’* tdTomato™* fue generada
mediante el cruce de machos de raton heterocigotos (tdTomato™*) con hembras

homocigotas (SIn*) y Sln“**; tdTomato™.

- tdTomato™*; Gad¥'*; La cepa de raton tdTomato"*; Gad”¥'* fue generada
mediante el cruce de una hembra doblemente heterocigoto (SIn“** ; Gad*’#*’*) con

un macho heterocigoto (tdTomato™").

- Eomes™™omH2BGFP; 14 cepa de raton Eomes™ ™H2EGfP (Eomes™™C) fue cedida por
Simone Probst and Sebastian Arnold del Instituto de Farmacologia y Toxicologia
Experimental y Clinica, de la Facultad de Medicina, en la Universidad de Friburgo
en Alemania (Probst et al., 2017). La linea fue creada mediante un constructo que

incluye un tdTomato unido a la membrana (mT) y un H2B: GFP nuclear (nG).

Obtencidn y procesado de las muestras

Todos los animales postnatales utilizados fueron sacrificados entre PO y P21. Los

embriones (E12,5 a E18,5) utilizados se obtuvieron por laparotomia de hembras prefiadas
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y utilizando de una lupa estereoscépica (modelo LEICA EZ4D). El dia del tapon vaginal

se contabilizé como dia embrionario 0,5 (E0,5).

Los ratones fueron sacrificados por decapitacion o dislocacion cervical dependiendo de
la edad del animal (embriones, ratones postnatales o adultos). En el caso de los estadios
embrionarios, se sacrifica a la hembra prefiada por dislocacion cervical y se aislan los
embriones del utero. Posteriormente, se lavaron con solucién salina PBS1x (solucién
salina tamponada con fosfato 10x: 137 mM NaCl, 2,7 mM HCI, 10 mM Na2HPO4, 2 mM
KH2PO4, pH 7,5), se disecaron los cerebros y se fijaron en parafolmadehido (PFA) al 4%
(solucion de parafolmadehido 95%, Merck-Sigma; #158127-5000G) en PBS 1x durante
toda la noche (O/N) a 4°C. Al dia siguiente, las muestras se lavaron en PBS tres veces y
luego se almacenaron en PBS (Azida sddica al 0.01%) a 4°C en el caso de ser utilizados de
inmediato, o bien, se deshidrataron progresivamente en una bateria de etanoles (EtOH;
Montplet #ALCHO0321F5) 25%, 50%, 70% y 100%. Se realizaba 1 cambio de 40 minutos
en cada alcohol excepto en el EtOH 100% que se realizan 2 cambios. Posteriormente se

almacenaban a 4°C o -20°C hasta su préoximo uso.

Deteccion de ARNm

Se realizd el protocolo de extraccion de ARNm, ADNc y posterior amplificacion de sefial
mediante PCR para detectar la presencia de Sarcolipina (SIn) en el cerebro. Para ello, se
extrajeron un corazon, un higado y dos cerebros embrionarios de ratéon E18,5 y se
almacenaron a -80°C en microtubos Eppendorf (Thermo Fisher Scientific; 11598232) por
separado. Posteriormente se trituraron y se afadié progresivamente en pequefas
cantidades para integrarlo correctamente 1ml de Ribozol (Invitrogen; 15596018) se dejo
reposar a temperatura (T?) ambiente durante 5 minutos para favorecer la lisis. A
continuacién, afladimos por cada muestra 200ul de Cloroformo (Prolabo; VWR), se

agitaron manualmente los tubos y acto seguido se centrifugd a 12.000 xg (fuerza
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centrifuga) durante 15 segundos a 4°C. Se recogid la fase acuosa y se pasé a un nuevo
microtubo Eppendorf, anadiendo 500yl de Isopropanol (Panreac; 141090) y se incub6 a
T2 ambiente y se centrifugd de nuevo a 12.000 xg durante 15 segundos a 4°C. Finalmente,
selavé con EtOH 70° y se dejo reposar en frio (nevera 4°C). Se centrifugd de nuevo a 7500
xg durante 5 minutos y se retird el EtOH de 70° y se deja reposar el microtubo Eppendorf
boca abajo. Se afiade 50 pl de agua libre de Rnasa (Agua Sigma; Sigma-Aldrich; w4502-
1L.) para medir la concentracion de la muestra con NanoDrop™ (espetrofotometro para

el andlisis de micro-volumenes de dcidos nucleicos; Thermo Fisher Scientific).

Para la sintesis de ADNc, utilizamos High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit
(Applied Biosystems; 4368814) con el programa cDNAKIT durante 2 horas (agua 3,7pl;
Buffer 2ul; ANTRS 0,8ul; Primers 2ul; enzima retrotranscriptasa 1ul; inhibidor de ARNasa
0,5ul; ARN de muestra 10ul). (Referencia RNeasy® Lipid Tissue Mini Kit (50)
Cat.No.74804. QIAGEN).

Genotipado

Protocolo de PCR:

Tras la extraccion del ADN, se aflade 1pl del mismo, 1pl de primers y 13pl de Kappa mix
(H20, polymerasa, dNTPs y cofactores; Merck; KK5609) a cada tubo de PCR.

Linea Sln</*

Para amplificar la senial de Sin, se utilizaron los siguientes Primers (100mM 1:10) para el

genotipado:
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Primers:

- Sarco-F: directo 5'- ACGGGAAGGGTTGGCAAGTCA-3'
- Sarco-R: reverso 5'-GTGTGGGT- CAGAGATGCTGGA-3'
- Sarco-F: directo 5'- ACGGGAAGGGTTGGCAAGTCA-3'
- Sarco-creR: reverso 5-TCCTCTTCTTCTTGGGCATGG-3'

Condiciones PCR:

Desnaturalizaciéon 95°C - 3 segundos
Desnaturalizacion 95°C - 15 segundos

Hibridacién 64,5°C - 15 segundos. 35 ciclos

Elongacién 72°C -10 segundos

Elongacién final 72°C - 10 minutos y 12°C.

Ancho de banda:

Las bandas esperadas fueron para SIn““*:200 pb y 400 pb para el tipo salvaje.

Linea Eomes™™°

Para amplificar la sefial de Eomes, se utilizaron los siguientes Primers (100mM 1:10) para

el genotipado:
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Primers:

- IMP126: GAGGGAGGAAGGGGACATTA
- IMP 128: AGACTGCCCGGAAACTTCTT
- SP078: GAGGGAGGAAGGGGACATTAC
- SP079: CTTTGATCACTTCCTCGCCCTTG

Condiciones PCR:

Desnaturalizaciéon 95°C - 3 segundos
Desnaturalizacion 94°C - 15 segundos

Hibridaciéon 58°C - 20 segundos. 35 ciclos

Elongacién 72°C -30 segundos

Elongacién final 72°C - 10 minutos y 12°C.

Ancho de banda:

mTnG

Las bandas esperadas para Eomes™™° son 175 pb y 327 pb para el tipo salvaje.

Para analizar los resultados de cada reaccion, los productos de PCR fueron visualizados
por electroforesis. Se preparé Agarosa 1% (0,5 mg) (Condalab; 8010.00) con Green Safe
Premium (NZYTech; #MB13201) en 50 ml TAE 1% Buffer (TAE 50X: Tris base 242gr,
Acido acético glacial 57,1ml, EDTA 0.5M; pH 100ml) y se realizo la electroforesis a 110
milivoltios (mV) 20 minutos. Posteriormente las bandas del gel son visualizadas en una

lampara de luz ultravioleta (modelo TFX-20-M).

56



Materiales y Métodos

Histologia

Inclusion y corte en parafina

En primer lugar, los cerebros y/o embriones almacenados en EtOH 100% son inmersos
en butanol (Panreac; #131082.1611; realizando 2 cambios de 15 minutos) para eliminar
toda traza de EtOH. A continuacién, las muestras son incubadas en parafina liquida
(Polysciences; #24198 -1Gold Standard Peel-A-Way) a 60°C, donde se realizan 6 cambios

de 30 minutos con el fin de eliminar totalmente los restos de butanol.

Una vez incluida la muestra se deposita la misma en un molde de plastico con forma de
cubo (Sigma-Aldrich; E6032-1CS) donde se orienta el embridn y se deja solidificar la
parafina a temperatura ambiente. Una vez sélida la parafina, se extrae el bloque del molde,
se tallay se procede a obtener las secciones, con un grosor de 10um, realizandose los cortes
con un microtomo (modelo Microm HM 335 E). Posteriormente, los cortes son
depositados en un bafio (modelo 610.1030.00; Falc Instruments) sobre agua destilada a
37-40°C para que el tejido se hidrate y puedan ser posteriormente montados sobre un
portaobjetos (Portaobjetos StarFrost Advances Adhesive; KTVS111711APNDX), en
series paralelas con la ayuda de un pincel. Una vez se termina el proceso de montaje, se
dejan secar en una estufa a 37°C durante al menos un dia y se almacenan a temperatura

ambiente hasta su utilizacion.
Inclusion y corte en agarosa

En primer lugar, se rehidratan progresivamente los cerebros mediante lavados de 30-60
minutos en EtOH a concentracion decreciente (100%, 75%, 50%, 25%) y PBS 1X. A
continuacion, se prepara agarosa (Merck-Sigma; A9414) al 4% en PBS 1x, calentandola
en un microondas hasta su completa disolucidn, se vierte en placas y se incluyen los
cerebros en la orientaciéon adecuada. Una vez orientados y para facilitar una rapida
solidificacion del bloque, se colocan las placas con la agarosa sobre una bandeja con hielo.
Una vez solidificado, se talla el bloque de agarosa y se cortan con el vibratomo (modelo

VT1000S Leica) a 100um. Los cortes se recogen con la ayuda de un pincel y se almacenan
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en los pocillos de una placa debidamente etiquetada en PBS 1X y azida sodica (Sigma

Aldrich; S2002) al 0.02M hasta su utilizacion.

Inmunohistoquimica

Para cortes en parafina:

Para desparafinar los cortes, se introdujeron 40 minutos en una estufa a 95°C y
posteriormente se dejaron inmersos en xilol (Panreac; 141769.2711), realizando 2
cambios de 10 minutos. Una vez desparafinados, los cortes son rehidratados en una serie
decreciente de EtOH al 100%, 96%, 70%, siendo el ultimo paso la inmersion en agua. Cada

paso es de 5 minutos.

Posteriormente, se procede a la re-exposicion de los epitopos. Para ello, se hierven los
portaobjetos en un tampon de citrato sddico (Sigma-Aldrich; S4641) a 0,01M pH6 en
agua. El hervido se lleva a cabo en un microondas convencional a 750 vatios de potencia
en 4 tiempos, un primer tiempo de 4 min y otros 3 tiempos de 3 min, afladiendo mas

citrato so6dico a mitad del proceso.

A continuacién, los cortes son lavados en PBST, PBS 1X con Tritén (Tritén X-100;
Merck-sigma; 9002-93-1,) al 0,1% para eliminar los restos de citrato sédico. Una vez
terminado este paso se procese a inactivar la peroxidasa endégena, incubando el tejido
con perdxido de hidrogeno H202 (Sigma- Aldrich; 95321-5001) al 1,5% durante 30 min
a temperatura ambiente protegiendo el vaso con la solucidn y los cortes de la luz.
Posteriormente, las secciones se lavaron tres veces en PBST y se bloquearon las uniones
inespecificas del anticuerpo primario utilizando una solucidon de bloqueo compuesta por
lisina (Sigma Aldrich; L-5626-1kg) al 10%, albumina de suero bovino (BSA; Sigma
Aldrich; A7906) al 1% y azida al 0,1% en PBS e incubando el tejido durante toda la noche
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(O/N) a temperatura ambiente con los anticuerpos primarios a la concentracién adecuada

diluidos en solucion de bloqueo. Al dia siguiente el tejido se lava tres veces en PBST.

Para la inmunohistoquimica colorimétrica, las muestras se incubaron 1 h con el
anticuerpo secundario biotinilado apropiado (consultar en la tabla de anticuerpos
secundarios Tabla 2) diluido a 1:200 en PBST a temperatura ambiente. Se lavaron a
continuacion tres veces con PBST y se incubaron con el complejo Avidina-Biotina (ABC;
Vector Laboratories; PK4000) diluido a 1:500 en PBST. Al afiadirlo a los portaobjetos, la
avidina se une al secundario biotinilado y ancla la peroxidasa al lugar de expresion de la
proteina. Se lavaron de nuevo 3 veces en PBST y otras 3 en PBS1x para pasar al ultimo
paso del revelado, en el que se utiliza como substrato croméforo de la peroxidasa, 1 ml de
DAB (3,3'-Diaminobenzidine tetrahydrochloride hydrate; Termo Fisher; 112090000)
con H202 al 0,6% por cada 100 ml de PBS 1X. Por ultimo, se lavé con PBS1x para detener
lareaccidn y se deshidratan los portaobjetos en una serie creciente de EtOH hasta llevarlos
a 100% EtOH, desde donde se pasan a xilol, para luego colocar el cubreobjetos con Eukitt
Clasic Mounting Medium (Aname; 15322-10) y dejarlos secar varios dias en una estufa a

37°C en horizontal.

Para cortes en agarosa:

Se sigue el mismo protocolo que para cortes en parafina, sin realizar la parte de
desparafinar, la rehidratacién en EtOH vy el hervido con citrato. Tras la incubacion del
anticuerpo primario, se realizan mas lavados en PBST en los cortes flotantes y se continta
con la inmunohistoquimica del segundo dia. El montaje en los portaobjetos se realiza una

vez finalizado el protocolo de inmunohistoquimica.

59



Materiales y Métodos

Inmunofluorescencia:

En el caso de la inmunofluorescencia en cortes flotantes, se incuba el tejido con el
anticuerpo secundario a una concentracién 1:500 (conjugado a un fluoréforo que
reconoce al anticuerpo primario), durante una hora a temperatura ambiente, en agitacion
y protegido de la luz. De esta forma, mediante la excitaciéon del fluoréforo a una
determinada longitud de onda, obtenemos una sefial que nos permite localizar nuestra

proteina de interés. (Consultar los anticuerpos secundarios utilizados en la Tabla 3).

Tras la incubacion del anticuerpo secundario se realizan tres lavados con PBS 1X de unos
10 minutos con el objetivo de eliminar el posible residuo de anticuerpo secundario y se
incuba el tejido diez minutos con DAPI (4’-6’-diamidino-2-fenilindol; Termo Fisher;
11540206) a temperatura ambiente y en agitacion con el objetivo de marcar los nucleos
celulares y facilitar la localizacion de las estructuras de interés. Posteriormente se retira el
DAPI y se realizan tres lavados con PBS 1X de unos 10 minutos. Por. Ultimo, se colocan
los cortes flotantes en el portaobjetos con ayuda de un pincel y se cubre con Glicerol Jelly
a 42°C en el caso de la inmunohistoquimica y Mowiol- NPG a 4°C en el caso de la
inmunofluorescencia. El Glicerol Jelly lo preparamos de forma casera, mezclando gelatina
al 5% [104072 de Merck] en una solucién de glicerol al 50% en agua, se calienta a 50°C,
para su completa disolucion y se ajusta el pH a 7 con NaOH. El Mowiol-NPG (475904;
Sigma Aldrich) se prepara disolviendo 40g de Mowiol en 160ml de buffer K2HP04 se
mezcla durante 16h y tras esto se afiade 80 ml de glicerol al 99% tras lo que se vuelve a
mezclar. Tras esto se prepara el NPG (protector de la fluorescencia), disolviendo 2,5g en
100 ml de glicerol 99%. Por ultimo, se mezcla 1 parte de NPG por cada 10 de Mowiol y se

almacena a 4°C.

Anticuerpo Concentracion Referencia Casa comercial
aBrdU (mouse) 1:200 M 0744 Dako
aGFP (mouse) 1:500 A-11120 Molecular Probes
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alslet-1 (mouse) 1:200 39.4D5 Hybridoma bank
aNF (rabbit) 1:500 AB1987 Chemicon
aRFP (rabbit) 1:500 ab62341 Abcam
aVGlut2 (Guinea 1:500 AB5907 Chemicon
Pig)

Tabla 1. Lista de anticuerpos primarios usados en las técnicas de inmunohistoquimica.

Anticuerpo Concentracion Referencia Casa comercial
aGoat IgG (rabbit) 1:200 BA-5000 Vector
aMouse IgG (goat) 1:200 BA-9200 Vector

Tabla 2. Lista de anticuerpos secundarios usados en inmunohistoquimica.

Anticuerpo Concentracion Referencia Casa comercial
aGuinea Pig (goat)
Alexa Fluor 488 1:500 A11073 Invitrogen

aMouse (goat)

Alexa Fluor Cy5 Far 1:500 A 10524 Molecular Probes
Red

aMouse (goat)

Alexa Fluor 488 1:500 A 11055 Molecular Probes
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aRabbit (donkey)

Alexa Fluor 594 1:500 A 21207 Molecular Probes
aRabbit (donkey)

Alexa Fluor 488 1:500 A 21206 Molecular Probes

Tabla 3. Lista de anticuerpos secundarios usados en inmunofluorescencia.

Hibridacion In Situ (ISH)

Sintesis de la sonda de ARN de Sarcolipina.

Inicialmente se parte del plasmido circular donde se encuentra insertada la secuencia del
gen que queremos localizar en la IHS. Se realiza la digestion con las enzimas de restriccion
adecuadas sobre 10 pg de ADNc a una temperatura de 37°C durante 2 horas. Tras esto se
comprueba el producto de la digestion en un gel de agarosa por electroforesis a 120mV
durante 15 minutos. Posteriormente se mide la concentracion, ya que para realizar la
sintesis de sonda se necesita 1 pg de ADN lineal. La reaccidn de sintesis se produce tras la
mezcla de 2ul de NTPs10X (5.65 pl de H20, 2 ul de ATP 100Mm/L, 2 ul de CTP 40mM, 2
ul de GTP 40mM, 1,35 ul de UTP 40mM y 7 ul de UTP-Digosigenina; ROCHE), 2 ul de
inhibidor de la RNAsa, 2 pl de buffer de transcripcion y 2 pl de la polimerasa
correspondiente. Todo en un volumen total de 20 pl e incubado a 37°C durante 2h. Se
afiade 1ul de DNAsa y se incuba 15 minutos a 37°c para eliminar el DNA que no ha sido
transcrito a ARN y que puede producir marcaje inespecifico. Inmediatamente se afiade
inhibidor de la RNAsa para proteger la sonda y que no se degrade. Por ultimo, se mide la
concentracion de sonda y se comprueba en un gel de agarosa al 1% por electroforesis a
110v durante 20 minutos. Para la sonda de SIn, nos interesa la banda de 400pb, por tanto,
se corta el gel con bisturi y se utiliza el Gel Extraction Kit (referencia). Se corta el
fragmento de interés, se pesa y se coloca en tubos transparentes con Buffer QG.

Completar!
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ISH para cortes flotantes

Se seleccionaron los cerebros y se inici6 la re-hidratacion del tejido de forma progresiva
con una bateria decreciente de EtOH al 100%, 75%, 50% y 25% siendo el ultimo paso la
inmersion en PBS 1x. Posteriormente se enjuagaron dos veces en PBST (PBS con 0,1% de
Tween 20). Se realizan 3 lavados de 20 min en una mezcla de detergentes (IGEPAL 1%
(NP-40), SDS 1%, Sodium deoxycholate 0.5%, Tris 50mM pH8, EDTA 1mM y NaCl
150mM) con el fin de permeabilizar el tejido. Para la postfijacion, se fija durante 20
minutos a temperatura ambiente en PFA al 4% en PBST. A continuacion, se realizan 3
lavados con PBST y se aplica la mezcla de pre-hibridaciéon compuesto por Salt 10x (CINa,
Tris-CIH, Tris-Base, NaHPO4, Na2HPO4,EDTA 0,5 M) usado al 1x, Formamida
desionizada (VWR-Amresco 0606-950ml 50%), Dextran Sulfato 50% (AMRE0198-250gr;
VWR-Amresco , tRNA10mg/ml, solucién Denhardt’s (Biotech; D-0062; 1x), afiadiendo
agua milliQ (W4502-1L, Sigma Aldrich) hasta el volumen de preparacién. Se incuba dos
horas a temperatura ambiente, dentro de una cdmara humeda con una solucién de 50%
de formamida ionizada y SSC1x (Stock 20X: CINa 175g, Sodium Citrate 88,2g para 1 litro
de agua y ajustado a ph 7 con NaOH) a 65°C durante una hora. A continuacién, se incuba
durante toda la noche (O/N) con el buffer de hibridacion y la sonda, en este caso la de Sin.
Al dia siguiente, se realizan varios lavados con para el eliminar el ARN no enlazado
sobrante (50% formamida desionizada,5x SSCy 1% SDS a pH5.3) y se lavaron 3 veces con
MABT 1x (NaCl 150 mM, acido maleico 100 mM, Sigma -Aldrich), NaOH (Sigma-
Aldrich) para pH 7,5 y Tween 20 0,1%) y a continuaciéon de dejé en MABT 1x a
temperatura ambiente durante 30 minutos. Posteriormente, el tejido se incuba con MABT
1x, suero de oveja al 10%, (Sigma-Aldrich; #S3772) y al 20% de solucién bloqueante
(Roche; #11096176001) durante dos horas para pasar a la incubaciéon O/N en agitacion de
la misma disolucién de bloqueo unida a un anticuerpo anti-digoxigenina acoplado a
fosfatasa alcalina (Roche Diagnostics; #11093274910). Al dia siguiente, la muestra se lava
con MABT 1x 9 veces con duracién de una hora cada lavado y se deja en MABT 1x O/N.
Para el revelado (reaccion colorimétrica), el tejido se lava en NTMT pH 9,5 (NaCl 0,1 M;
Tris-HC1 0,2 M; MgCl2 0,05 M y Tween 20 al 0,1%) 4 veces durante 10 minutos cada vez
y posteriormente se incuba en NBT (Cloruro de nitroblue tetrazolium; 100mg/ml), BCIP

(5-bromo-4-chloro-3-indolyl-phosphate; 50mg/ml; Boehringer, Mannheim) y NTMT
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pH 9,5 para que se produzca el precipitado sdlido y se pueda visualizar el resultado. Se
lava la muestra varias veces en PBST y se procede al montaje de los cortes flotantes el

portaobjetos. Se cubren con cristal y Glicerol Jelly.

Base de datos Allen Brain Atlas

Allen Brain Atlas

El Allen Brain Atlas (© 2021 Allen Institute for Brain Science. Mouse Brain Connectivity.

Disponible en: https://connectivity.brain-map.org. Es un recurso online en el que se

puede consultar un atlas de conectividad del ratén adulto como una base de datos de
imagenes de proyecciones axonales etiquetadas por trazadores virales (rAAV) y
visualizadas mediante tomografia de dos fotones en serie, teniendo un total de 2994

experimentos para visitar.

Este recurso contiene varias herramientas para buscar entre sus experimentos: la
herramienta “Source Search”, permite la busqueda de experimentos por sitio de inyeccién
(Filter source Structures) filtrando por la linea de ratdn, el tipo de trazador y la presencia
de Imdgenes de Sefial Intrinseca. La herramienta “Target Search” permite una busqueda
retrégrada, localizando los experimentos en base a las proyecciones localizadas en las
estructuras de interés. Por tltimo, la “Spatial Search”, permite al usuario elegir una sefial
objetivo o un lugar de inyeccién basado en una seleccion de voxeles que recupera todos

los experimentos con sefal positiva.

El resumen de la inyeccion incluye las estructuras de inyeccidn primaria y secundaria, las
coordenadas Bregma de la inyeccion estereotaxica, la cepa del raton, el tipo de trazador y
el resumen de la inyeccion calculado (%) para el rAAV. El visor de imagenes permite

navegar por el experimento en 2-D y desplazarse por los 140 cortes coronales de cada
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experimento. El histograma muestra la sefial cuantificada en cada estructura, ya sea por
volumen de proyecciéon (mm3) o por densidad de proyeccidn, lo que significa la fracciéon
del area ocupada por la sefial en comparacion con toda la estructura. Las cepas de ratén
utilizadas inclufan lineas de tipo salvaje y transgénicas de cre. Sin embargo, el rAAV

utilizado no incluia secuencias especificas para interactuar con la endonucleasa cre.

Adult Mouse Connectivity Atlas / Atlas de conectividad de ratones adultos

En la etapa de identificacion, se revisaron 754 experimentos, utilizando la busqueda de
sitios de inyeccion, de las areas Septal (30), Hipotalamica (258), Palidal (67), Estriatal
(131) y Talamica (268), de acuerdo con los nucleos aferentes a la habénula identificados
previamente. Estos nucleos se revisaron comprobando tanto las imagenes de secciéon
como la ventana de densidad de proyeccion (visor 3D) de cada experimento, con el fin de
corroborar las terminaciones etiquetadas en la habénula. Se volvieron a examinar los
cortes coronales de cada caso confirmado para comprobar el recorrido de las fibras
etiquetadas y las terminaciones tanto en MHb como en LHb. (La informacién referente a
este apartado se puede consultar en la Tabla Suplementaria del articulo del apartado de

Anexos)

Para la seleccion de los experimentos, se utilizaron los siguientes criterios: volumen de
virus inyectado < 0,2 mm3 y coordenadas de inyeccion dentro de los limites anatémicos
del ntucleo de interés. Se excluyeron los experimentos con un volumen masivo de virus
inyectado, o el etiquetado de 4 o mads estructuras al drea de interés. Para sistematizar la
seleccion de imagenes a través del Hb entre los experimentos, se seleccionaron tres niveles
de seccidn coronal tomados 3, 6 y 9 secciones rostralmente a la comisura habenular. Todo
el proceso se realizd a través de un analisis por pares, tanto la selecciéon como el cribado
de los experimentos fue realizado por dos investigadores, segtin los criterios de inclusion
y exclusién. Para ello, una vez recogidos todos los experimentos, cada investigador
seleccioné uno o dos experimentos de cada conjunto que cumplian los criterios. Tras la
primera seleccién, ambos investigadores pusieron en comun los resultados para llegar a

una lista consensuada de experimentos que eran adecuados en relacion con los criterios
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de seleccion. Se anotd el numero de experimento, la cantidad de virus inyectado y las
coordenadas Bregma de la inyeccion. (La informacion referente a este apartado se puede

consultar en la Tabla Suplementaria del articulo del apartado de Anexos)

Todas las imagenes de expresion génica se descargaron del Allen Institute for Brain

Science. [https://mouse.brain-map.org/], Mouse Brain (ISH Data).

Adquisicidon y procesamiento de las imagenes

Para los estudios de expresion con DAB, las imagenes de campo claro (Bright-Field) se

obtuvieron con un microscopio Leica DM6000B.

Para las imagenes de co-localizacidon (inmunofluorescencias) se utilizaron los siguientes
equipos: Microscopio Confocal Vertical Leica SPEII, con platina motorizada que permite
la adquisicidon de imagenes en mosaico y multiposicion. Esta equipado con cuatro laseres
(405nm, 488nm, 561nm y 635nm) y cuatro objetivos (10x seco y 20x, 40x y 63x de aceite).
Por otro lado, se utiliz6 un Microscopio widefield invertido Leica Thunder Imager
completamente motorizado, para la captura de imagenes con seccionamiento dptico
mediante Computational Clearing en muestras fijadas o vivas. I[luminaciéon LED con 8
lineas de excitacion desde UV a rojo lejano. Objetivos secos 5x/0.12, 10x/0.32 y 20x/0.80,
y de aceite 40x/1.30 y 63x/1.40.

Para el procesamiento de las imagenes y la edicion de las mismas, se utilizaron estaciones
de procesamiento de alto rendimiento HIVE, una estacion de trabajo centralizada de

gama alta para el procesamiento de imagenes y computacion de alto rendimiento.

Se utiliz6 Adobe Photoshop (version 20.0.7) para el programa de edicion fotografica y

Adobe Illustrator (version 26.2.1) para generar las figuras.
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Imaﬁen propiedad de Iris Judrez Leal. Ampliacion de un corte sagital de un cerebro de ratén Eomes™InG 4 po
donde se puede ver marcado con verde (GFP) los somas de las células y en rojo (RFP) los axones. Adquisicién de la imagen: Microscopio

confocal SPEIL
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Discusion

El complejo habenular es un sistema altamente conservado en todos los vertebrados, que
conecta el prosencéfalo limbico con el mesencéfalo y el rombencéfalo rostral. Es
importante seguir realizando investigaciones que puedan dilucidar los mecanismos
relacionados tanto con su desarrollo, como con su funcién y con la interconexion entre
estructuras, para poder entender mejor los mecanismos que subyacen a las patologias

asociadas a dichas estructuras.

Nuestro objetivo estaba relacionado con ampliar el conocimiento existente en relacion
con las aferencias hacia la Hb a través de la sm, estudiando tanto los nucleos que proyectan
al complejo habenular, asi como el origen y migracion de la mayoria de dichas

proyecciones desde la PThE.

En primer lugar, nos planteamos analizar si las proyecciones de la sm siguen el patréon
transcriptomico de la Hb teniendo en cuenta el niicleo de origen de estas. Nuestra revision
sobre el origen de cada uno de los ntcleos, nos han permitido identificar que la mayoria
de los axones que llegan a la Hb respetan el mapa transcriptémico previamente descrito
por (Wagner et al., 2016), siendo dicha division mas definida en las terminaciones de la
MHD y presentando un cambio a una distribuciéon menos restringida en el caso de las
proyecciones que terminan en la LHb. Nuestros resultados revelaron la necesidad de
realizar nuevos tipos de experimentos conductuales para diseccionar las diferentes
funciones asociadas al complejo habenular y su correlacion con las distintas poblaciones

neuronales que las generan.

En segundo lugar, nos propusimos estudiar la distribucion de Sln y comprobar su utilidad
como marcador de las proyecciones septales a la Hb. Corroboramos la presencia del gen
de Sin en el cerebro de ratén mediante la extraccion de ADNc y posterior amplificacion
de la sefial con una PCR. Mediante el ratdn reportero transgénico Sln, describimos el
patron de expresion de Sln en el cerebro en desarrollo a partir de E16.5 y hasta estadios

postnatales de P14, llegando a la conclusién que no es el marcador mas adecuado para
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describir y estudiar la sm, pero dado el amplio patrén de localizacion de las células Sin -

positivas, es factible pensar que cumple una funcidn bésica en el metabolismo del Ca?*.

Por ultimo, nos planteamos estudiar la distribuciéon de Eomes, describiendo posibles
migraciones tangenciales neuronales y su papel en las proyecciones hacia la habénula.
Para ello, utilizamos un ratén transgénico Eomes (GFP nuclear y RFP axonal) para
describir la trayectoria de las neuronas de proyeccion y las diferentes corrientes
migratorias desde la PThE. Nuestros resultados demostraron, al igual que las migraciones
recientemente descritas en pollo mediante el gen Tbrl (Alonso et al., 2021) las tres
corrientes migratorias hacia territorios hipotalamicos, del area predptica y del area septal.

Dichos territorios, ademas, estan relacionados con los nucleos de origen de la sm.

La inervacion de la estria medular siguiendo la division transcriptomica de la

habénula

La Hb es una poblaciéon neuronal compleja integrada en una posiciéon funcional central
en el sistema limbico de los vertebrados. Su principal aferencia es la sm y su principal
eferencia el fasciculo retroflejo. Este complejo neuronal esta formado por dos

componentes principales, la habénula medial y la habénula lateral.

Estudios transcriptomicos y de RNAseq unicelular han desvelado la complejidad
morfologica de ambos componentes. Los estudios de RN Aseq transcriptémico unicelular
de Hashikawa et al., 2020 y Wallace et al., 2020 han corroborado diferentes componentes
subnucleares del complejo habenular. El MHb se divide en una parte dorsal que incluye
los subnucleos MHbD y MHbS y una parte ventral compuesta por las unidades MHbVm,
MHbVc y MHbVL Por otro lado, el LHb se divide en una region dorsal que incluye el
LHbMS, el LHbLPc y el LHbLMg, una parte central que incluye los componentes
mediales LHbMPc y LHbMC, un componente central LHbLMc y una porcion lateral
LHbLO, y finalmente una porcion ventral con las unidades LHbMMg y LHbLB. Estos

estudios identificaron los subnucleos MHDb por la expresion de un gen especifico, pero los
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componentes LHb se reconocieron por una combinacion de varios patrones de expresion
génica. Cada componente MHb distinto muestra homogeneidad interna, mientras que
los subnucleos LHb muestran una heterogeneidad interna sustancial. La naturaleza
diversa de sus neuronas indica un modo intrincado de desarrollo. Se puede hipotetizar
que los subnucleos LHb estan compuestos por diferentes subconjuntos de neuronas que

ocupan diversos destinos mediante procesos de migracion diferenciales.

En relacion con las aferencias habenulares, el MHb esta inervado por cuatro poblaciones
neuronales: el nicleo cama de la estria terminal (BST), el septofimbrial (SF), el triangular
del septum TS y el septal medial (MS). Es destacable que casi todas las poblaciones
neuronales que proyectan al MHb pertenecen al territorio septal. Esta inervacion esta
fuertemente compartimentada y los cuatro conjuntos diferentes de axones se dirigen a
subnucleos especificos de la MHb. El BST (division medio central) inerva especificamente
el MHDS, el SF se dirige al MHbV1y al MHbD, el TS alcanza el MHbD y el MHbVm v,
por ultimo, el MS inerva el MHbVc. Se ha descrito que la inervacién de la MHb porla TS
va acompainada de fibras procedentes del nicleo del lecho de la comisura anterior (BAC;
Yamaguchi et al., 2013; Watanabe et al., 2018, pero no se encontré ninguna inyeccién

especifica de BAC en la base de datos de Allen.

Por lo tanto, la MHb dorsal estd bajo la influencia de BST, TS y SF, mientras que la MHb
ventral estd controlada por SF, TS y MS. Funcionalmente, la region dorsal de la MHb
(MHbD y MHDbS) esta relacionada con la motivacidn para el ejercicio, la regulacion del
estado heddnico y el aprendizaje de refuerzo primario (Hsu et al, 2014, 2016a;
Koppensteiner et al., 2016¢). Por lo tanto, estas funciones pueden estar reguladas por la
inervacion del BST, TS/BAC y SE. El hecho de que ambos subnticleos estén inervados por
poblaciones neuronales diferentes sugiere que las funciones relacionadas con ellos pueden
estar separadas entre ambos subnucleos. Se necesitan nuevos experimentos conductuales
mas selectivos para diseccionar la funcién especifica de cada subnicleo MHb dorsal. La
region MHDb ventral esta relacionada con la ansiedad, la depresion y el aprendizaje en la
adiccion (Yamaguchi et al., 2013). Este territorio MHb se subdivide en tres subnucleos de
medial a lateral (MHbVm, Vc y V). Cada uno de estos subnucleos esta inervado por

poblaciones neuronales selectivas. Los subnucleos ventromedial, central y lateral se
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proyectan sobre el TS/BAC, MS y SF, respectivamente. Esta inervacion selectiva también
indica, como en el MHb dorsal, que cada subntcleo ventral puede estar implicado en una
funcion diferente o que es necesaria la colaboracion entre ellos para los fendmenos
conductuales citados. Como se ha dicho antes, se deben realizar experimentos
conductuales mas especificos para comprender adecuadamente el papel de cada

subntucleo MHD ventral.

Las aferencias LHb mostraron una amplia gama de origenes. Las distribuciones axonales
fueron menos especificas para los distintos subnucleos LHb y, por lo general, mostraron
un patrén difuso. No obstante, observamos que las proyecciones preodpticas y del AH
cubren el aspecto medial del LHb, mientras que diversas aferencias de los ntcleos
hipotalamicos pedunculares alcanzan preferentemente el territorio central, y las
proyecciones del SI, el nicleo entopeduncular (EPD) y el nucleo reticular se dirigen a los
componentes laterales del LHb. Este patron relativamente difuso de inervacién coincide
con la compleja organizaciéon subnuclear interna descrita por los experimentos
transcriptomicos de RNAseq (Wagner et al., 2016; Hashikawa et al., 2020). A diferencia
de los grupos neuronales del MHDb, los subnucleos del LHb requieren una combinacion
de marcadores para su caracterizacion. Anteriormente mencionamos la posibilidad de
migraciones neuronales tangenciales entremezcladas dentro de los componentes LHb
como una explicaciéon plausible de sus peculiares caracteristicas parcialmente

compartidas.

Identificamos el LPO y el MPO en el drea predptica, el nicleo AH en el hipotalamo
terminal alar y la sustancia innominada (SI) en el area subpallial como territorios que se
proyectan al LHb. Sus axones convergen en el territorio medial del LHb. La proyeccion
del LPO al LHb incluye neuronas GABAérgicas y glutamatérgicas. El equilibrio entre
estos dos neurotransmisores modula el equilibrio recompensa/aversion en el proceso de
aprendizaje (Barker et al., 2017). Las proyecciones MPO y AH en el LHb fueron descritas
previamente (Anderson et al.,, 1980; Risold and Swanson, 1995), pero sin referencia a
subntcleos especificos o a la funcién habenular. Localizamos fibras PVH, DMH y LHA
procedentes del hipotalamo peduncular en la zona central del LHb. La proyeccion LHA

en el LHb fue descrita previamente (Poller et al., 2013; Stamatakis et al., 2016; Rossi et al.,

74



Discusién

2021) y se relaciond con la regulacion de la alimentaciéon y el equilibrio
recompensa/aversion en el proceso de aprendizaje (Stamatakis et al., 2016). No se
encontré informacién especifica sobre las proyecciones PVH y DMH en el LHb. Por
ultimo, identificamos la entrada de EPD y SI al LHb. Estos nucleos distribuyen sus
proyecciones preferentemente desde las zonas medial a lateral del LHb. Es destacable que
el LHbLO se distingue entre todos los nucleos del LHb debido a una inervacion
fuertemente especifica por el EPD. Las neuronas del LHbLO, junto con las del LHbMS,
muestran propiedades electrofisioldgicas tinicas en comparacion con el resto de las
neuronas del LHb. Responden a la Dopamina con un incremento de su frecuencia de
disparo en contraste con el resto de las neuronas del LHb. (Kowski et al., 2008). Por lo
tanto, esta unidad constituye no sélo una estructura morfoldgica diferenciada del LHb
sino una entidad funcional distintiva por si misma (Kowski et al., 2008; Wallace et al.,
2020a). Las proyecciones excitatorias del EPD al LHbLO estdn relacionadas con errores
de prediccion de recompensa modulados por neurotransmisores (Shabel et al., 2012;
Wallace et al., 2020a). La alta calidad de las imagenes del Allen Brain Atlas permitié un
alto nivel de ampliacion. En la mayoria de los experimentos analizados pudimos detectar
varicosidades en las fibras positivas que podrian apuntar a botones axonales. Sin embargo,
para confirmar este hecho, deberia realizarse un doble marcaje con proteinas sindpticas

para confirmar la presencia de botones axonales en los diferentes territorios.

Hay que destacar que recientemente se ha descrito en el pollo que la PThE, la subregion
dorsal del pretalamo que se encuentra justo rostral a la region talamica habenular, aporta
neuronas excitadoras por migracion tangencial durante el desarrollo embrionario a casi
todas las poblaciones descritas como proyectantes al complejo Hb (Alonso et al., 2020,
2021). Se demostrd un origen migratorio en la evidencia pretalamica para el nicleo BAC
habenulopetal de ratén (Watanabe et al., 2018a). La migracion descrita a la formacion
EPD hipotalamica peduncular explica muy bien que esta poblacién neuronal mixta
excitatoria/inhibitoria haya sido asignada erréneamente al territorio palidal como parte
del GPi de roedores (Wallace et al., 2017, 2020b; Alonso et al., 2020, 2021). Por lo tanto,
las funciones asignadas al GPi palidal (Hong and Hikosaka, 2008; Li et al., 2019) parecen

corresponder al EPD hipotalamico.
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Hay que sefialar que nuestro analisis presenta ciertas limitaciones debido a que sélo
hemos utilizado los datos obtenidos de la base de datos Allen Brain Atlas. En algunos de
los casos se habrian necesitado inyecciones mas especificas y precisas (sin ser volumenes
masivos) o el uso de trazadores virales especificos para etiquetar tipos neuronales
concretos. Para tratar de eliminar el sesgo que proporcionaba esta informacion, se
comparo el esquema de marcaje con la de los nicleos adyacentes afectados. Ademas, los
resultados se acercan en gran medida a experimentos relacionados con el
comportamiento axonal de dichas poblaciones. No obstante, no prevemos que estos

experimentos especificos modifiquen fuertemente las conclusiones de dicho estudio.

La heterogeneidad neuronal molecular entre los subntcleos MHb y LHb se correlaciona
con la distribucién de diferentes neurotransmisores. En general, el LHb se divide en dos
areas (medial y lateral) atendiendo a sus diferentes funciones psicobiolédgicas. El area
lateral esta relacionada con la conducta de evitacion ante estimulos aversivos mientras
que la parte medial se ha implicado en respuestas de desesperacion, indefension,
anhedonia y en el suefio y los ritmos circadianos (Aizawa and Zhu, 2019b). Nuestros
resultados hodoldgicos abren la posibilidad de desarrollar lineas de investigacion que

desvelen las funciones especificas de los diferentes subnucleos tanto del LHb como del

MHb.

Distribucion de Sarcolipina en el cerebro de raton adulto y en desarrollo.

Sln es un pequeno canal de calcio (Ca?*) que se puede encontrar en la membrana
mitocondrial y esta implicado en la actividad de la bomba ATPasa (SERCA), no s6lo como
una bomba que regula los niveles citosolicos de Ca®* en todos los tejidos, sino como un
medio para modular el metabolismo energético en los musculos (Bal and Periasamy,
2020a). No se esperaba que esta proteina se expresara en otros tejidos que no fueran los
musculares, como se ha descrito previamente (Wawrzynow et al., 1992; Odermatt et al.,
1997; Desmond et al., 2017; Bal and Periasamy, 2020b; Valentim et al., 2022) pero hemos

demostrado su presencia en el cerebro.
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El Ca** desempefia un papel fundamental como sefalizador intracelular. Su trafico
intracelular esta implicado en varias funciones celulares como la liberacién de
neurotransmisores de las neuronas, la contracciéon de las células musculares, la
fertilizacion (en la ovulacién) y la diferenciacién y morfogénesis celular durante el

desarrollo (Alhajeri et al., 2022).

En el desarrollo embrionario del sistema nervioso central, el Ca** desempefa un papel
durante el refinamiento sinaptico neuronal. La presencia de ondas de Ca** en el cerebro
en desarrollo es necesaria para estabilizar y refinar los contactos sindpticos entre las
neuronas jovenes (Rosenberg and Spitzer, 2011; Alhajeri et al., 2022). En el cerebro
adulto, ademas de su papel como senal intracelular, el Ca** interviene en la activacion de
sefiales antiapoptoticas, aunque cuando su concentraciéon mitocondrial es elevada, a su
vez produce apoptosis, lo que esta relacionado con enfermedades neurodegenerativas
como el Parkinson o el Alzheimer (Sanchez et al, 2010; Brini et al., 2014; Cali et al., 2014;
Hallacli et al., 2022). Es factible pensar que todas las proteinas relacionadas con el trafico
de Ca** deben ser necesarias para regular su multiple funcion. Entre estas proteinas,
hemos identificado a Sln como uno de los componentes que pueden ser necesarios para

este control en el sistema nervioso.

Phospholamban (PLN) y Sln son proteinas de membrana homoélogas que regulan la
actividad de la bomba de Ca** SERCA. Varios estudios han descrito el papel de estas
proteinas con las isoformas 1 y 2 de SERCA (Hellstern et al., 2001; Gorski et al., 2017),
mientras que una revision posterior especifica ademas que PLN aumenta la actividad
maxima de la bomba, mientras que Sln disminuye la actividad maxima del transporte de
Ca’* mediado por SERCA en el corazéon (Barbot et al., 2021; Li et al., 2021a).
Paralelamente, una de las proteinas asociadas a las bombas de membrana PMCA es la
Calmodulina (CaM) (Boczek et al., 2021) y su papel en el cerebro estda ampliamente
estudiado. La CaM es una proteina de uniéon que desempefia un papel crucial en la
regulacion de la actividad sindptica de las proteinas y en el mantenimiento de la
plasticidad neuronal. Por lo tanto, cualquier cambio en la actividad de estas proteinas

podria estar relacionado con el desarrollo y la progresion de trastornos
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neurodegenerativos y enfermedades mentales (Boczek et al., 2021; Bohush et al., 2021).
En la base de datos Allen Brain [https://mouse.brain-map.org/], podemos encontrar que
la expresion de CaM en el cerebro en desarrollo aumenta a partir de E16.5, coincidiendo
con el patron de expresion de Sln, y que la expresion se estabiliza en etapas postnatales
(concretamente P14). Desafortunadamente, no hay informacion en esta base de datos
sobre la expresion en desarrollo de Sln o PLN. A diferencia de Sin, PLN en el cerebro
adulto no tiene un patrén de expresion destacable, ya que apenas hay expresion en la ISH

encontrada en la base de datos Allen Brain Atlas [https://mouse.brain-

map.org/experiment/show/69116799].

Las multiples funciones desempefiadas por este ion en la mediacion de senales pueden
explicarse principalmente por su dinamica espaciotemporal, que se mantiene
estrechamente controlada por mecanismos que controlan su entrada a través de la
membrana plasmatica y su almacenamiento en depdsitos intracelulares. (Alhajeri et al.,
2022). Dado el amplio patrén de localizacion de las células Sln -positivas, es factible pensar
que cumple una funcién basica en el metabolismo del Ca*’, mas que una funcién muy

especifica de un dnico circuito.

Los estudios de falta o ganancia de funcién de Sln se concentraron en la falta de
mantenimiento de la homeostasis metaboélica en el musculo esquelético y se relaciona con
trastornos metabolicos (Butler et al., 2015; Fajardo et al., 2016; Bal and Periasamy, 2020b;
Mengeste et al., 2022). Se ha demostrado que la desregulacion del Ca’* dependiente de
SERCA2 ha sido implicada en varios trastornos que afectan a la funcién cognitiva,
incluyendo la enfermedad de Darier, la esquizofrenia, la isquemia cerebral (Britzolaki et
al.,, 2018) y enfermedades neurodegenerativas como se ha descrito previamente (Sanchez
et al, 2010; Brini et al., 2014; Cali et al., 2014; Hallacli et al., 2022). Por lo tanto, seria
importante estudiar posibles alteraciones neuronales en los modelos de raton de falta o
ganancia de funcidn incluyendo estudios conductuales para dilucidar el papel de Sin en el

cerebro.

Dada la amplia distribucion de Sin en el cerebro en estadios postnatales y adulto, y su

aparicion tardia (E16.5) en estadios embrionarios, consideramos que no es la mejor
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herramienta para estudiar la sm en su aspecto mads general, existiendo otros marcadores
(Eomes, CR) mas adecuados. Pero si cabe desatacar, que resulta de utilidad para poder
estudiar la division de los axones de la sm entre las proyecciones que tienen como diana
la MHb vy las proyecciones de la LHb, debido a que sdlo se expresa en aquellas que
proyectan desde el TS hasta la MHb, siendo éste un dato interesante y que aporta
informacion relevante debido a que, hasta el momento, todos los marcadores mostraban

todas las proyecciones de la sm sin discriminar entre los distintos haces de axones.

Contribucion de neuronas Eomes positivas pretalamicas a las proyecciones aferentes

de la habénula.

Como ya se ha descrito, el PThE es un territorio especial con una alta capacidad de
proliferacién que produce un gran nimero de neuronas. Su localizacion adyacente al
plexo coroideo del tercer ventriculo presenta grandes similitudes con el labio rombico del
rombencéfalo (origen de las neuronas granulares cerebelosas, las neuronas pontinas y las
neuronas olivares inferiores). El hecho de que el PThE presente una expresion temprana
de morfogénesis y factores de transcripcion bien conocidos, asi como marcadores génicos
consistentes con la generacion local de neuronas glutamatérgicas (Pax6, Tbr2, y Calb2,
Tbrl, Lhx5, Trp73, Grml, vGlut2, Tfap2a, Gdf10, y Lhx9) en esta region confirmaria que
se trata de un centro organizador de gran importancia en el cerebro (Abbott and
Jacobowitz, 1999; Martinez and Puelles, 2000; Puelles et al., 2000; Puelles and Rubenstein,
2003; Abellan et al., 2010; Shimogori et al., 2010; Ruiz-Reig et al., 2017b; Alonso et al.,
2020b). También actuaria como origen de sefiales de las familias de genes Wnt, Fgf; Bmp
en el para el desarrollo de las regiones cerebrales circundantes (Adutwum-Ofosu et al.,

2016).

Ya se ha demostrado que desde la PThE se emprenden complejas migraciones
tangenciales. Recientemente, se ha descrito de forma reflexiva en pollito (Alonso et al.,
2021) mediante el gen Tbrl (de la misma familia que Eomes). En este estudio se
describieron tres fendmenos migratorios que denominamos corrientes migratorias

peripeduncular, yuxtapeduncular y eminentio-septal, dependiendo de los territorios a los
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que se dirigen las células Tbrl positivas. Las primeras corrientes que se detectan son la
peripeduncular y después la yuxtapeduncular con poca diferencia de tiempo
(aproximadamente un dia). Los nucleos donde primero llegaron células Tbrl positivas
fueron EA, POA y DB, y posteriormente LH y EPD. Posteriormente, las células de
migracién eminente-septal comienzan a alcanzar el territorio septal, principalmente el

TS.

En raton, la migracion hacia el hipotdlamo lateral ha sido parcialmente descrita (Abbott
and Jacobowitz, 1999) situandose en el estadio de raton en E12.5. Mas recientemente, la
migraciéon eminentio-septal ha sido bien descrita (Watanabe et al., 2018b). Nuestro
objetivo era describir completamente las migraciones utilizando como herramienta la

™G con tdTomato unido a membrana y una GFP

linea de ratones transgénicos Eomes
nuclear (Probst et al., 2017). Una herramienta perfecta para seguir la migracion de las

neuronas Eomes positivas originadas en la PThE.

En E12.5 ya se observa un gran nimero de células en el territorio de la PThE y en esta
etapa ya se aprecia la migracion de células hacia el area predptica, asi como hacia el
hipotalamo lateral. Posteriormente, y coincidiendo con los resultados obtenidos en pollos
estudiados (Alonso et al., 2021) aparece la migracién eminentio-septal, que, en el caso del

raton, persiste incluso en los primeros estadios postnatales.

Estos datos coinciden ademds con la primera descripcién realizada por Abbott y
Jacobowitz en 1999 del patrén de expresion de la Calretinina (CR) y de la ventana
temporal de apariciéon de las primeras fibras de la sm. En este estudio nombran por
primera vez una migracién de células CR LH-positivas en E12.5, la apariciéon de los
primeros axones de proyeccion de la sm en E13.5. Abbott sugiere la gran importancia de

la PThE.

Cabe destacar que la expresion de Eomes se apaga progresivamente durante el desarrollo
postnatal. En los cerebros adultos, su expresion solo se mantiene en el bulbo olfatorio, el
nucleo triangular del septo y en los 16bulos caudales del cerebelo. Este hecho significaria

que en las demas dreas su importante papel ya ha concluido.
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Esta informacion coincide con la proporcionada por Abbott ya en el afio 1999, y afirma
que la aparicion de la expresion de CR durante el desarrollo del SNC murino seguida de
su desaparicion se ha observado ya en otros sistemas neuronales. En estadios postnatales,
los haces de fibras axonales CR positivas ya no eran visibles en el tronco encefélico y
postuld una primera hipdtesis sobre si la desaparicion, pudiese ser el resultado de la
muerte celular programada de las células CR positivas. Sin embargo, la falta de evidencia
de la existencia de cuerpos celulares en degeneracion elimind como posible dicha
hipétesis. Propuso entonces dos posibles opciones: que, a medida que avanza el
desarrollo, el proceso de sefalizaciéon deje de ser necesario y la expresion de CR
disminuyan, o bien que, las células CR de la PThE se diseminen por diversas regiones
como el talamo, el hipotalamo, la amigdala, la corteza cerebral y el bulbo olfatorio. Siendo
el mismo territorio y células que comparten expresion, podemos considerar las mismas

hipotesis relacionadas con las células Eomes positivas.

Es posible que la tecnologia de knockout génica (o falta de funcién) pueda proporcionar
mecanismos para estudiar la funcion o las funciones que desempena Eomes en el
desarrollo del SNC. Ademas, dado que el gen se apaga y se acaba perdiendo dicha
expresion, no podemos saber qué ocurre con dichas células en estadios postnatales
avanzados o en el ratén adulto, por lo que seria necesario investigar dichas células con

técnicas que permitan su estudio de forma permanente.

Sorprendentemente, las poblaciones neuronales que se proyectan a la habénula a través
de la sm reciben neuronas Eomes-positivas migradas desde la regiéon PThE. Este complejo
proceso migratorio introduce una mayor complejidad en la organizacion interna de estos
diferentes nucleos neuronales. También desvela un papel vital de la PThE como fuente de
neuronas glutamatérgicas (Englund et al., 2005b; Fink et al., 2006; Alonso et al., 2020,
2021) necesarias para el correcto funcionamiento de la red habenular limbica. Esta
complejidad debe ser analizada y tenida en cuenta en los estudios conductuales en los que

estan implicados estos circuitos y poblaciones.
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Imagen rogiedad de Iris Judrez Leal. Ampliacién de un corte sagital de un cerebro de ratén Eomes™ TnG 4 po donde se puede ver marcado
con verde (GFP) los somas de las células y en rojo (RFP) los axones. Adquisicion de la imagen: Microscopio confocal SPEII.



Conclusiones

Conclusiones

1. Las proyecciones hacia la habénula medial a través de la estria medular siguen una

distribucion topografica que coincide con la subdivision transcriptomica.

2. Las proyecciones hacia la habénula lateral a través de la estria medular siguen una

distribucion menos restringida y no coinciden con la subdivision transcriptémica.

3. Los subnucleos oval de la habénula lateral y el superior de la habénula medial
tienen expresion de neuronas GABAérgicas lo que parece formar parte de un

circuito inhibitorio intrinseco de la habénula.

4. Existe la presencia del gen de Sarcolipina en el cerebro de raton y esta relacionado

con los circuitos implicados en el metabolismo de calcio.

5. La Sarcolipina distingue entre las proyecciones de la sm con diana en la habénula
medial respecto de las proyecciones a la habénula lateral siendo negativa su

expresion para las proyecciones hacia la lateral.

6. El gen Eomes es de gran utilidad para estudiar el patron de expresion de la estria

medular desde estadios embrionarios hasta los primeros estadios postnatales.

7. El gen Eomes permite identificar las migraciones de las células provenientes de la
eminencia pretalimica hacia territorios septales, hipotalamicos y del area

predptica.

8. Los nucleos que reciben células Eomes positivas provenientes de la eminencia

pretalamica son nucleos de origen de las proyecciones hacia la habénula.
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Conclusions

1.

Projections to the medial habenula via the stria medullaris follow a topographical

distribution that coincides with the transcriptomic subdivision.

Projections to the lateral habenula through the stria medullaris follow a less

restricted distribution and do not coincide with the transcriptomic subdivision.

The oval subnuclei of the lateral habenula and the superior subnucleus of the
medial habenula have expression of GABAergic neurons which seems to be part

of an intrinsic inhibitory circuit of the habenula.

Sarcolipin gene is present in the mouse brain and is related to circuits involved in

calcium metabolism.

Sarcolipin distinguishes between stria medullaris projections targeting the medial
habenula from projections to the lateral habenula and is negatively expressed for

projections to the lateral habenula.

The Eomes gene is very useful to study the expression pattern of the stria

medullaris from embryonic to early postnatal stages.

The Eomes gene allows the identification of cell migrations from the prethalamic

eminence to septal, hypothalamic and preoptic territories.

Nuclei that receive Eomes-positive cells from the prethalamic eminence are nuclei

of origin of projections to the habenula.
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Imagen propiedad de Iris Judrez Leal. Cerebro de ratén a P10. Adquisicion de la imagen: Camara Nikon D850.
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Stria medullaris innervation
follows the transcriptomic division
of the habenula

Iris Juarez-Leal, Estefania Carretero-Rodriguez, Francisca Almagro-Garcia,
Salvador Martinez, Diego Echevarria & Eduardo Puelles®"

The habenula is a complex neuronal population integrated in a pivotal functional position into the
vertebrate limbic system. Its main afference is the stria medullaris and its main efference the fasciculus
retroflexus. This neuronal complex is composed by two main components, the medial and lateral
habenula. Transcriptomic and single cell RNAseq studies have unveiled the morphological complexity
of both components. The aim of our work was to analyze the relation between the origin of the axonal
fibers and their final distribution in the habenula. We analyzed 754 tracing experiments from Mouse
Brain Connectivity Atlas, Allen Brain Map databases, and selected 12 neuronal populations projecting
into the habenular territory. Our analysis demonstrated that the projections into the medial habenula
discriminate between the different subnuclei and are generally originated in the septal territory. The
innervation of the lateral habenula displayed instead a less restricted distribution from preoptic,
terminal hypothalamic and peduncular nuclei. Only the lateral oval subnucleus of the lateral habenula
presented a specific innervation from the dorsal entopeduncular nucleus. Our results unveiled the
necessity of novel sorts of behavioral experiments to dissect the different functions associated with
the habenular complex and their correlation with the distinct neuronal populations that generate
them.

The habenula (Hb), an important brain region linking the limbic forebrain to the midbrain and rostral hindbrain',
is divided into lateral habenula (LHb) and medial habenula (MHb) (Andres et al.”). It is located in the most dorsal
part of the alar plate of prosomere 2 (Puelles and Rubenstein'?) and receives projections from the forebrain, via
the stria medullaris (sm), and projects to the basal mesencephalon and rostral rhombencephalon through the
fasciculus retroflexus (fr; Sutherland?).

It was classically divided into medial and lateral portions of the LHb and rostral and caudal portions of the
MHb (Herkenham and Nauta®*; Fig. 1A). By cytoarchitectural analysis of the habenular complex in the rat brain,
the LHDb was later divided into 9 subnuclei and the MHDb into 5 subnuclei (Andres et al.’; Fig. 1B). This subdivision
was confirmed by neurotransmitter distribution®. According to topographic, cytochemical, morphological and
immunocytochemical criteria, the habenular subdivision described in rat was also shown in the mouse brain’.
A detailed transcriptomic characterization corroborated the subnuclei previously described in the mouse Hb
(Wagner et al.%; Fig. 1C). Accordingly, the LHb was described as displaying a medial division that included central
(LHbMC), marginal (LHbMMg), parvocellular (LHbMPc) and superior (LHbMS) subnuclei and a lateral division
that included: lateral (LHbL), basal (LHbLB), magnocellular (LHbLMc), marginal (LHbLMg), oval (LHbLO)
and parvocellular (LHbLPc) subnuclei. The MHb was subdivided into dorsal (MHbD), superior (MHDS), ventral
medial (MHbVm), ventral central (MHbVc) and ventral lateral (MHbV]) parts.

In recent years, the development of single cell RNAseq techniques has allowed the study of the expression
profile of dissociated habenular neurons”!’. These analyses resulted in the identification by a transcriptomical
profile of 12 neuronal clusters that largely coincided with the habenular morphological and transcriptomic
subdivisions. Some of them belonged to specific subnuclei and others to subdivisions inside a particular subnu-
cleus. This result unveiled the high complexity displayed by the neuronal subpopulations of the Hb complex®'°.

The sm is the main afferent tract to the Hb complex. This highly fasciculated tract contains fibers originated
from different neuronal populations located in the secondary prosencephalon (hypothalamus and telencephalic
vesicle; Herkenham and Nauta®; Puelles and Rubenstein''~'?). The fasciculated sm courses through the most dor-
sal aspect of the prethalamic prosomere, known as the prethalamic eminence, carrying axons from its multiple
origins, caudally into the thalamic prosomere to reach the Hb complex.

Instituto de Neurociencias, Universidad Miguel Hernandez de Elche-CSIC, 03550 Sant Joan d’Alacant, Alicante,
Spain. “email: epuelles@umbh.es

Scientific Reports |

(2022) 12:10118 | https://doi.org/10.1038/541598-022-14328-1 nature portfolio


http://orcid.org/0000-0002-0560-9240
http://crossmark.crossref.org/dialog/?doi=10.1038/s41598-022-14328-1&domain=pdf

www.nature.com/scientificreports/

erbanbam srdd Macta, 1977, 1579 Asddea o 1060 Wogrer vt d 204

Figure 1. Habenular subdivision scheme. (A) Herkenham and Nauta in 1977 and 1979 described the
subdivision of the habenular complex in two main components, mHb and IHb. (B) Andres and collaborators
in 1999 divided the mHDb by cytoarchitecture in 5 domains, corresponding the MHbS and the MHbCo to the
dorsal mHb and the MHbI, MHbC and the MHDbL to the ventral mHb. The IHb was subdivided as well in 9
components that included LHbMS, LHbLPc, LHbLMg in the dorsal aspect, LHbMPc, LHbMC, LHbLMc ald
LHbLO in the medial stratum and LHbMMg and MHbLB in the ventral part. (C) Wagner and collaborators

in 2014 completed this organization by renaming the three ventral components of the mHB as MHbVm,
MHbVv and MHbV] and by adding a final subdivision in the ventral aspect of the LHb that was the LHbLB
domain. Abbreviations: LHb, lateral habenula; LHbLB: LHbL basal subnucleus; LHbLMc: LHbL magnocellular
subnucleus; LHbLO: LHbL oval subnucleus; LHbLPc: LHbL parvocellular subnucleus; LHbMC: LHbM central
subnucleus; LHbMPc: LHbM parvocellular subnucleus; LHbMS: LHbM superior subnucleus; MHb: medial
habenula; MHbC: MHDb central subnucleus; MHbD: MHDb dorsal subnucleus; MHbI: Mhb inferior subnucleus;
MHDbL: MHD lateral subnucleus; MHbS: MHb superior subnucleus; MHbVc: MHDb ventral central subnucleus;
MHbVI1: MHb ventral lateral subnucleus; MHbVm; MHDb ventral medial subnucleus.

It has been described that sm fibers originate in the hypothalamic, pallidal and septal territories. The MHb
reportedly receives inputs from the triangular septal nucleus (TRS), the septofimbrial nucleus (SF), the septal
area, the bed nucleus of the anterior commissure (BAC), and from hypothalamic entopeduncular neurons®'*-7.
The LHD, as first described, is innervated by, the entopeduncular nucleus (erroneously identified as basal ganglia
and nucleus accumbens), preoptic regions and septum®. This description was later confirmed and completed,
concluding that the LHb receives inputs from the substantia innominata (SI; Golden et al.'¥; Knowland et al.'?),
dorsal entopeduncular nucleus (EPD)!7?°-2 and lateral hypothalamic area (LHA)*-%. It must be highlighted
that it was recently described that almost all the neuronal populations projecting to the Hb in the chick are colo-
nized by tangentially migrated glutamatergic neurons originated from the prethalamic eminence’®?’. There are
three heterochronic migratory streams, by which the prethalamic eminence populates hypothalamic, preoptic,
pallidal and septal regions'®?’. The specific pattern of innervation produced by the different afferent neuronal
populations in the LHb or MHb subnuclei has been poorly studied. Only the specific innervation of the LHbLO
by the EPD has been described previously'”%.

A selective source of innervation thus possibly underlies different functions associated to the Hb components.
In general, the MHDb has been associated with the mediation of analgesic, autonomic, reward, anxiety and fear
responses?*°. More specifically, the dorsal aspect of the MHb has been related to exercise motivation, regula-
tion of the hedonic state, intrinsic reinforcement circuit and aversive behaviors®' . The ventral aspect of the
MHD has been involved in drug addiction, anxiety, and depression'>!. Therefore, the vertebrate MHDb is related
to emotional behavior’*®*2* . In contrast, the LHb has been considered as an anti-reward system and appears
associated to behavioral and motivational control. In fact, the LHb is involved in regulation of aversion, stress,
sleep, mood and maternal behavior?**+3>, Results obtained in behavioral experiments point out to a LHb relation
with learned helplessness response as well as reward, aversion or punishment behavior***’ and depression*~*>.

Our present aim is to analyze the possible differential innervation of the multiple habenular subnuclei consid-
ering the differential origin of their afferent fibers. The observed distribution was confronted with the subnuclear
organization and location of limbic system functions associated to the habenula.

Results

First, we selected several gene expression patterns, inspired by published single cell RNAseq experiments
as examples of Hb subnuclear organization markers (Quina et al.*%). The images, form rostral to caudal, were
color-coded and overlapped by Adobe Software. In the MHb, Asic4 nicely labelled the MHbS and the MHbD
subnuclei, while SponI was expressed in the MHbVI subnucleus and Myo16 in the remaining MHb ventral
components (central and medial; Fig. 2A, A, A”). The Cubn and Wifl expression allowed us to discern between
the two dorsal MHb components. Being Cubn expressed in the MHbS and Wifl in the MHbD (Fig. 2B, B, B”).
Kcnmb4 was mainly expressed in the MHbV] and MHbVc allowing us to discern between the positive MHbVc
and negative MHbVm (Fig. 2B, B} B”), both populations where positive for Myo16. Kcnmb4 was also expressed in
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Figure 2. Transcriptomic subdivision of the habenula. (A, A} A”) Coronal sections, from rostral to caudal, of
adult mouse brain displaying fluorescence overlap of Asic4, Sponl and Myol6 gene expression in MHb. Asic4 is
specific of MHbS and MHbD subnuclei and Spon1I is expressed in MHbVI. While Myo16 is expressed in MHBVc
and MHbVm (B, B, B”) Coronal sections, from rostral to caudal, of adult mouse brain displaying fluorescence
overlap of Cubn, Kcnmp4 and Wifl genes expression. Cubn is expressed in the MHbS while Wifl is expressed

in the MHbD. Kcnmb4 is mainly expressed in the MHbVI and MHbVc as well as in the LHbMs. (C, C’ and

C”) Coronal sections, from rostral to caudal, of adult mouse brain displaying fluorescence overlap of Chrm2,
Pvalb and Tacrl genes. Chrm2 displayed a scattered pattern in the central LHb, including the LHbLPc, LHbLMc
and LHbLB subnuclei. Pvalb was expressed in the LHbLO and LHbMPc and LHbMC. Tacrl was expressed

in the three ventral components of the ventral MHb. Abbreviations: LHb, lateral habenula; LHbLB: LHbL

basal subnucleus; LHbLMc: LHbL magnocellular subnucleus; LHbLO: LHbL oval subnucleus; LHbLPc: LHbL
parvocellular subnucleus; LHbMC: LHbM central subnucleus; LHbMPc: LHbM parvocellular subnucleus;
LHbMS: LHbM superior subnucleus; MHb: medial habenula; MHbD: MHDb dorsal subnucleus; MHbS: MHb
superior subnucleus; MHbVc: MHDb ventral central subnucleus; MHbV]: MHD ventral lateral subnucleus;
MHbVm; MHb ventral medial subnucleus. Scale bar: 200 um. Image credit: Allen Institute for Brain Science.
[https://mouse.brain-map.org/].

the LHbMS (Fig. 2B, B, B”). The three ventral components of the MHb shared the expression of TacrI (Fig. 2C, C,
C”). Finally, in the LHb, Chrm2 was expressed in the medial region, including the LHbLPc, LHbLMc an LHbLB
(Fig. 2C, C, C”). While Pvalb was expressed in the LHbLO and in the LHbMPc and LHbMC (Fig. 2C, C, C”).
Once we identified all the different subnuclei of the Hb at the three selected section levels, we proceeded with
the analysis of the connectivity experiments.
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Neuronal populations targeting the medial habenula. We confirmed four neuronal populations
that target the MHb. They mainly belong to the septal region and are the triangular septal nucleus (TS), the
medial septal nucleus (MS), the septofimbrial nucleus (SF) and the bed nucleus of the stria terminalis, medio-
central division (BST). The TS (Fig. 3A) projects to the MHbVm, LHbMS and the MHbD. The GFP +axonal
terminals extend along the anteroposterior axis of the habenular complex (Fig. 3B-B""). The proximity of the
MS and the median preoptic nucleus (MnPO) did not allow us to find experiments restricted to MS (Fig. 3C). In
a first analysis MS/MnPO terminals reached the MHbVc and partially the MHbVm and MHbD (Fig. 3D-D"").
The injections in the SF also affected the MnPO (Fig. 3E). The terminal labelling overlap between the MS and SF
experiments allowed us to ascribe the MnPO projection area to the LHbMMg (Fig. 3D " and F’). The SF nucleus
would thus project to the MHbVI and the MHbD (Fig. 3F-F""). The contralateral MHbS was partially labelled
due to positive fibers crossing through the habenular commissure (Fig. 3F"") SF also projected to the LHb, with
terminals found in the LHBMPc and LHbMC (Fig. 3F). Finally, we identified an injection in the BST (Fig. 3G),
medio central division, that specifically labelled the MHDbS (Fig. 3H-H"").

In summary, the MHb dorsal area is principally innervated by TS, SF and medio central BST while the three
ventral MHb subnuclei have differential innervations. The medial part is innervated by the TS, the central part
by the MS and the lateral part by the SE. Note that in the case of the MHbD we cannot exclude that some of the
positive fibers are not terminals but passaging fibers to others nuclei due to the location of the sm.

Neuronal populations targeting the lateral habenula.  The LHb receives projections originated from
different brain regions. We detected terminals originated from the preoptic area and others parts of the subpal-
lium, terminal and peduncular hypothalamus. The GFP +fibers displayed a diffuse distribution in the LHb when
compared to the MHDb pattern.

We found four populations from the preoptic area, terminal hypothalamus and subpallial area: the lateral
preoptic area (LPO), the medial preoptic area (MPO) and the anterior hypothalamic nucleus (AHN) and the
substantia innominate (SI). The LPO injection in the preoptic area (Fig. 4A) illustrated the main projection into
the LHbLMc and LHbLB (Fig. 4B, B""). We also found scattered axons in the LHbMMg, LHbMPc and LHbMC
(Fig. 4B-B""). Some fibers were also detected in the dorsal LHb including LHbMS, LHbLPc and LHbLMg.
Therefore, LPO fibers innervate the medial-central and dorsal LHb areas. The MPO injections always included
surrounding territories. We selected an injection that affected partially the MPO and also labelled the medial pre-
optic nucleus (MPN; Fig. 4C). The database contains specific MPN injections that did not display any habenular
projections. Therefore, the projections observed only in the medial aspect of the LHb, concerning the LHbMMg
and LHbMPc must be due largely to the MPO (Fig. 4D-D""). In the terminal hypothalamus, the AHN injection
(Fig. 4E), that also affected a perifornical nucleus (PeF; peduncular hypothalamic population) displayed projec-
tions into the medial area of the LHD, including the LHbMMg, LHbMPc and LHbMC subnuclei (Fig. 4F-F"").
Thus, the LHb medial territory is mainly innervated by LPO, MPO and AHN populations. The LPO also targets
the LHb central territory (Fig. 4B-B" ). The subpallial area contains a neuronal population that targets the LHb,
namely SI, intermediate stratum of the diagonal domain. The injection in the SI labelled the magnocellular preop-
tic nucleus (MA; Fig. 4G), and the fibers were distributed in a diffuse pattern throughout the LHb (Fig. 4H-H"").
In the latter s medial part, the axons concentrated in the LHbLB and LHbLMc subnuclei (Fig. 4H") and in its
caudal part, the fibers also occupied the LHbMS and LHbLPc (Fig. 4H"").

Four neuronal populations were identified in the peduncular hypothalamus: the paraventricular hypothalamic
nucleus (PVH), the dorsomedial hypothalamic nucleus (DMH), the lateral hypothalamic area (LHA) and the
dorsal entopeduncular nucleus (EPD). The PVH injection (Fig. 5A) demonstrated a strongly diffuse projection
into all the LHb (Fig. 5B-B""). Only in the LHb medial region, the GFP + fibers displayed a more specific pattern
within the LHbMMg, LHbMC and LHbMPc (Fig. 5B”). The DMH injection (Fig. 5C) showed a specific terminal
pattern that affected mainly the medial LHb territory, including likewise the LHbMMg, LHbMPc and LHbMC
(Fig. 5D-D""). The LHA was labelled at the level of the AHN and the resulting projection (Fig. 5E) displayed
again a diffuse distribution in the LHb territory (Fig. 5F, F"). Caudally, the terminals concentrated in the LHb
central territory particularly in LHbMMg, LHbLB and LHbLPc (Fig. 5F-F""). Accordingly, the DMH targets the
LHb medial area while the PVH and LHA distribute in the LHb central territory. The EPD injection (Fig. 5G)
labelled fibers that specifically innervated the medial portion of the LHbLO (Fig. 5H") with a minor projection
into neighboring rostral and caudal LHb parts (Fig. 5SH-H"").

Habenular neuronal cell type distribution. The Hb single cell RNAseq experiments®'® demonstrated
the presence of various neurotransmitters-related cell types in this neuronal complex. We checked these neuro-
transmitter-related patterns testing whether their distribution coincides with habenular subnuclear subdivisions.

Excitatory glutamatergic neurons were predominant in both MHb and LHb. vGluT1 signal was prevalent
in all the MHb (Fig. 6A) while vGluT2 expression appeared in both habenular nuclei (Fig. 6B). Choline acetyl-
transferase expression labelled cholinergic neurons distributed in the ventral MHb subnuclei (MHbVm, MHbVc
and MHbV]; Fig. 6C). Cholecystokinin signal was restricted to the dorsal MHb (MHbS and MHDbD; Fig. 6D).
The inhibitory marker Gad65 appeared in LHbMPc and partially also in LHbMC as dispersed positive cells
(Fig. 6E), while Gad67 transcripts were localized specifically in the MHDbS (Fig. 6F). Parvalbumin, specific marker
of a subtype of inhibitory gabaergic neurons, was expressed in LHbMPc, LHbMc, LHbLMc and in LHbLO
(Fig. 6G). Finally, Somatostatin was located in MHbVm, MHbVc and MHbVI as well as in the LHbMS and
LHbLPc (Fig. 6H).

Therefore, specialized neurons with specific neurotransmitters are grouped in the different subnuclei
described by transcriptomic methodology, and they also are innervated by different neuronal populations.
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Figure 3. Septal projections to the MHb. (A) Injection site in the triangular nucleus of septum (TS; Experiment
n°: 125,830,911, identified as Lateral septum rostral part, LSr). (B-B”) Adult mouse habenula coronal sections,
from rostral to caudal, showing the fiber distribution originated from the TS nucleus. (C) Injection site in the
medial septal nucleus (MS; Experiment n°: 147,162,736). (D-D”) Adult mouse brain coronal sections of the
habenula rostral to caudal, displaying the fibers distribution coming from the MS nucleus. (E) Injection site in
the septofimbrial nucleus (SF; Experiment n°: 554,021,622). (F-F”) Adult mouse brain coronal sections of the
habenula rostral to caudal, showing the fibers distribution originated from the SF nucleus. (G) Injection site

in the bed nuclei of the stria terminalis (BST; Experiment: n° 159,433,187. (H-H”) Adult mouse brain coronal
sections of the habenula rostral to caudal, displaying the fibers distribution coming from the BST nucleus, being
the only nucleus that is not from septal territory. Abbreviations: BST: bed nuclei of the stria terminalis; LSc:
lateral septal nucleus, caudal part; LSr: lateral septal nucleus, rostral part; MS: medial septal nucleus; LHbLMc:
LHbL magnocellular subnucleus; LHbMMg: LHbM marginal subnucleus; LHbMPc: LHbM parvocellular
subnucleus; MHbD: MHD dorsal subnucleus; MHbS: MHDb superior subnucleus; MHbVc: MHDb ventral central
subnucleus; MHbV]: MHDb ventral lateral subnucleus; MHbVm; MHb ventral medial subnucleus; MnPO:
median preoptic nucleus; SF: septofimbrial nucleus; TS: triangular nucleus of septum. Scale bar: 200 um. Image
credit: Allen Institute for Brain Science. [https://connectivity.brain-map.org/].
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Figure 4. Preoptic area, terminal hypothalamic and pallidal projections to the LHb. (A) Injection site in the
lateral preoptic area (LPO; Experiment n°: 293,942,188). (B-B”) Adult mouse habenula coronal sections, from
rostral to caudal, showing the fibers distribution originated from the LPO nucleus. (C) Injection site in the
medial preoptic area (MPO; Experiment n°: 299,247,009). (D-D”) Adult mouse habenula coronal sections,
from rostral to caudal, displaying the fibers distribution coming from the MPO nucleus. (E) Injection site in
the anterior hypothalamic nucleus (AHN; Experiment n°: 292,035,484). (F-F”) Adult mouse habenula coronal
sections, from rostral to caudal, showing the fibers distribution originated from the AHN nucleus. (G) Injection
site in the substantia innominata (SI; Experiment n°: 302,739,608). (H-H”) Adult mouse habenula coronal
sections, from rostral to caudal, showing the fiber distribution originated from the SI nucleus. Abbreviations:
AHN: anterior hypothalamic nucleus; AVPV: anteroventral periventricular nucleus; AVP: Anteroventral
preoptic nucleus; LHb, lateral habenula; LHbLB: LHbL basal subnucleus; LHbLMc: LHbL magnocellular
subnucleus; LHbLMg: LHbL marginal subnucleus; LHbLO: LHbL oval subnucleus; LHbLPc: LHbL
parvocellular subnucleus; LHbM: LHb medial territory; LHbMC: LHbM central subnucleus; LHbMMg: LHbM
marginal subnucleus; LHbMPc: LHbM parvocellular subnucleus; LHbMS: LHbM superior subnucleus; LPO:
lateral preoptic area; MA: magnocellular nucleus; MHb: medial habenula; MHbD: MHD dorsal subnucleus;
MPO medial preoptic area; MPN: medial preoptic nucleus; NDB: diagonal band nucleus; PeF: perifornical
nucleus; SBPV: subparaventricular zone; SI: substantia innominate; VLPO: ventrolateral preoptic nucleus. Scale
bar: 200 um. Image credit: Allen Institute for Brain Science. [https://connectivity.brain-map.org/].
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Figure 5. Peduncular hypothalamic projections to the LHb. (A) Injection site in the paraventricular
hypothalamic nucleus (PVH; Experiment n°: 581,641,279). (B-B”) Adult mouse habenula coronal sections,
from rostral to caudal, showing the fiber distribution originated from the PVH nucleus. (C) Injection site in
the dorsomedial nucleus of the hypothalamus (DMH; Experiment n°: 178,283,239). (D-D”) Adult mouse
habenula coronal sections, rostral to caudal, displaying the fibers distribution coming from the DMH nucleus.
(E) Injection site in the lateral hypothalamic area (LHA; Experiment n°: 485,239,207). (F-F”) Adult mouse
habenula coronal sections, rostral to caudal, showing the fibers distribution originated from the LHA nucleus.
(G) Injection site in the dorsal entopeduncular nucleus (EDP; Experiment n°: 539,498,984, identified as
internal segment of globus palidus; GPi). (H-H”) Adult mouse habenula coronal sections, rostral to caudal,
displaying the fibers distribution coming from the EPD nucleus. Abbreviations: AHN: anterior hypothalamic
nucleus; DMH: dorsomedial nucleus of the hypothalamus; EPD, dorsal entopeduncular nucleus; Fx: fornix;
LHA: lateral hypothalamic area; LHb, lateral habenula; LHbLB: LHbL basal subnucleus; LHbLMc: LHbL
magnocellular subnucleus; LHbLMg: LHbL marginal subnucleus; LHbLO: LHbL oval subnucleus; LHbLPc:
LHbL parvocellular subnucleus; LHbM: LHb medial territory; LHbMC: LHbM central subnucleus; LHbMMg:
LHbM marginal subnucleus; LHbMPc: LHbM parvocellular subnucleus; LHbMS: LHbM superior subnucleus;
PH: posterior hypothalamic nucleus; PVH: paraventricular hypothalamic nucleus; RCH: retrochiasmatic area;
RE: nucleus of reuniens. Scale bar: 200 um. Image credit: Allen Institute for Brain Science. [https://connectivity.
brain-map.org/].
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Figure 6. Habenular neuronal cell type distribution. Adult mouse habenula coronal sections displaying the
location of specific cell type markers by in situ hybridization. Excitatory neurotransmitters (A-D). (A) vGlut1
gene, displayed in ventral and dorsal MHDb; (B) vGlut2 gene, displayed principally in the MHb and in a the
LHb as a scattered pattern. (C) ChAT gene, displayed in the ventral MHb. (D) Cck gene, expressed in the dorsal
MHb. Inhibitory neurotransmitters (E-H). (E) Gad65 gene, displayed in LHb with a specific expression in
LHbMPc and LHbMc subnuclei. (D) Gad67 gene, displayed in a specific pattern in the MHbS subnulcei. (E)
Pyalb gene, expressed in specific pattern in the LHbMPc, LHbMc and LHbLO subnulcei, also some scattered
positive cells were detected in LHbLMc. (D) Sst gene, displayed in the ventral MHb part. Abbreviations: LHb,
lateral habenula; LHbLMc: LHbL magnocellular subnucleus; LHHLO: LHbL oval subnucleus; LHbM: LHb
medial territory; LHbMC: LHbM central subnucleus; LHbMPc: LHbM parvocellular subnucleus; LHbMS:
LHbM superior subnucleus; MHb: medial habenula; MHbD: MHb dorsal subnucleus; MHbS: MHb superior
subnucleus; MHbVc: MHD ventral central subnucleus; MHbV1: MHD ventral lateral subnucleus; MHbVm; MHb
ventral medial subnucleus. Scale bar: 200 pm. Image credit: Allen Institute for Brain Science. [https://mouse.
brain-map.org/].

Discussion
The single cell transcriptomic RNAseq studies of Hashikawa et al.'” and Wallace et al.” have corroborated differ-
ent subnuclear components of the habenular complex. The MHD is divided into a dorsal part that includes the
MHDbD and MHDbS subnuclei and a ventral part composed by the MHbVm, MHbVc and MHbVI units. On the
other hand, the LHb is divided into a dorsal region that involves the LHbMS, LHbLPc and LHbLMg, a central
part that includes medial LHbMPc and LHbMC components, a central LHbLMc component and a lateral LHbLO
portion, and finally a ventral portion with LHbMMg and LHbLB units. These studies identified the MHb sub-
nuclei by the expression of a specific gene but the LHb components were recognized by a combination of several
gene expression patterns. Each distinct MHb component displays internal homogeneity, while the LHb subnuclei
show substantial internal heterogeneity. The diverse nature of their neurons indicates an intricated mode of
development. It may be hypothesized that the LHb subnuclei are composed of different subsets of neurons that
occupy diverse destinations by differential migration processes.

In relation to habenular afferences, the MHDb is innervated by four neuronal populations (BST, SE, TS and MS).
It is remarkable that almost all the neuronal populations projecting to the MHDb belong to the septal territory. This
innervation is strongly compartmentalized and the four different sets of axons target specific MHb subnuclei.
The BST (medio central division) specifically innervates the MHDbS, the SF targets the MHbVI and the MHbD,
the TS reaches the MHbD and MHbVm and finally, the MS innervates the MHbVc. It has been described that
the TS innervation of the MHD is accompanied by fibers from the bed nucleus of the anterior commissure (BAC;
Yamaguchi et al.*’; Watanabe et al.'®), but no specific BAC injection was found in the Allen database. Therefore,
the dorsal MHDb is under the influence of BST, TS and SF, while the ventral MHb is controlled by SF, TS and
MS. Functionally, the dorsal MHb region (MHbD and MHDbS) is related to exercise motivation, hedonic state
regulation and primary reinforcement learning®**>%. Therefore, these functions may be regulated by BST, TS/
BAC and SF innervation. The fact that both subnuclei are innervated by different neuronal populations suggests
that the functions related to them may be separated between both subnuclei. New and more selective behavioral
experiments are needed to dissect the specific function of each dorsal MHb subnucleus. The ventral MHDb region
is related to anxiety, depression and drug addiction learning®. This MHD territory is subdivided in three sub-
nuclei from medial to lateral (MHbVm, Vc and V). These subnuclei are each innervated by selective neuronal
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Figure 7. Habenular functions scheme. (A) Representation of the habenular functions in relation with the
different habenular territories. The limbic functions associated to the habenula are strongly linked with specific
subnuclei. (B) Representation of the projecting neuronal populations in the different habenular subnuclei.

Both schemes allowed us to link projecting populations with the different functions associated to the habenular
subnuclei. Abbreviations: AHN: anterior hypothalamic nucleus; BST: bed nuclei of the stria terminalis; DMH:
dorsomedial nucleus of the hypothalamus; EPD, dorsal entopeduncular nucleus; LHA: lateral hypothalamic
area; LPO: lateral preoptic area; MPO medial preoptic area; MPO medial preoptic area; MS: medial septal
nucleus; PVH: paraventricular hypothalamic nucleus; SF: septofimbrial nucleus; SI: substantia innominata; TS:
triangular nucleus of septum.

populations. The ventromedial, central and lateral subnuclei are projected upon by the TS/BAC, MS and SE,
respectively. This selective innervation also indicates, as in the dorsal MHb, that each ventral subnucleus may be
involved in a different function or that collaboration among them is needed for the cited behavioral phenomena
(Fig. 7A, B). As stated before, more specific behavioral experiments must be done to properly understand the
role of each ventral MHb subnuclei.

The LHb afferences displayed a wide range of origins. The axonal distributions were less specific for the
different LHb subnuclei and usually displayed a diffuse pattern. Nevertheless, we noted that preoptic and AH
projections cover the medial aspect of the LHb, whereas diverse afferents from peduncular hypothalamic nuclei
reach preferentially the central territory, and SI, EPD and reticular nucleus projections target the lateral compo-
nents of the LHb. This relatively diffuse pattern of innervation coincides with the complex internal subnuclear
organization described by the transcriptomic RNAseq experiments®'°. In contrast with the MHb neuronal
clusters, the LHb subnuclei required a combination of markers for characterization. We mentioned above the
possibility of intermixed neuronal tangential migrations within the LHb components as a plausible explanation
of their peculiar partly shared characteristics.

We identified the LPO and MPO in the preoptic area, the AH nucleus in the alar terminal hypothalamus and
SIin the subpallial area as territories that project into the LHb. Their axons converged within the medial LHb
territory. The LPO projection into the LHb reportedly includes gabaergic and glutamatergic neurons. The balance
between these two neurotransmitters modulates the reward/aversion equilibrium in the learning process*. The
MPO and AH projections into the LHb were previously described*>° but without reference to specific subnuclei
or habenular function (Fig. 6A, B). We located PVH, DMH and LHA fibers from the peduncular hypothalamus
in the central area of the LHb. The LHA projection into the LHb was previously described*>*!*? and was related
with feeding regulation and reward/aversion equilibrium in the learning process®. No specific information about
the PVH and DMH projections into the LHb was found (Fig. 7A,B). Finally, we identified EPD and SI input
to the LHD. These nuclei distribute their projections preferentially from medial to lateral areas of the LHD. It is
remarkable that the LHbLO is distinguished among all the LHb nuclei due to a strongly specific innervation by
the EPD. The LHbLO neurons, together with the LHbMS, display unique electrophysiological properties when
compared to the rest of LHb neurons. They respond to Dopamine with an increment of their firing rate in contrast
with the rest of LHb neurons®®. Therefore, this unit constitutes not only a differentiated morphological structure
of the LHb but a distinctive functional entity by itself'”*>. The EPD excitatory projections into LHbLO are related
with reward prediction errors modulated by neurotransmitters (Shabel et al.?%; Wallace et al."’; Fig. 7A,B). The
high quality of Allen Brain Atlas images allowed a high level of magnification. In most of the experiments ana-
lyzed we were able to detect varicosities in the positive fibers that could point to axonal boutons. Nevertheless,
in order to confirm this fact, double labeling with synaptic proteins should be perform to confirm the presence
of axonal boutons in the different territories.

It must be highlighted that it was recently described in chick that the prethalamic eminence, the dorsal
subregion of prethalamus found just rostral to the habenular thalamic region, contributes excitatory neurons by
tangential migration during embryonic development to almost all the populations described as projecting into the
Hb complex®*>?’. A migratory origin in the prethalamic evidence was demonstrated for the mouse habenulopetal
BAC nucleus'®. The described migration into the peduncular hypothalamic EPD formation nicely explains that
this mixed excitatory/inhibitory neuronal population has usually been wrongly assigned to the pallidal territory
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as part of the rodent GPi>!7?%%”_ Therefore, the functions assigned to the pallidal GPi***? seem to correspond to
the hypothalamic EPD.

It must be noted that our analysis presents certain limitations due to the fact that we have only used the data
obtained from Allen Brain database. In some of the cases it would have been needed more specific and accurate
injections or the use of specific viral tracers to label specific neuronal types. Nevertheless, we do not foresee that
these specific experiments would strongly modify the conclusions of our work.

The molecular neuronal heterogeneity among the MHb and LHb subnuclei correlates with the distribution
of different neurotransmitters. In general, the LHb is divided in two areas (medial and lateral) attending to its
different psychobiological functions. The lateral area is related to avoidance behavior to aversive stimuli while
the medial part has been involved in despair, helplessness, anhedonia responses and in sleep and circadian
rhythms®. Our hodological results open the possibility to develop research lines that uncover the specific roles
of the different subnuclei of both LHb and MHb.

Methods

Allen brain atlas. The Allen Mouse Brain Atlas (© 2021 Allen Institute for Brain Science. Mouse Brain Con-
nectivity. Available at: https://connectivity.brain-map.org) offers Adult Mouse Connectivity Atlas as an image
database of axonal projections labeled by viral (rAAV) tracers and visualized using serial two-photon tomogra-
phy from 2994 experiments.

This resource contains several tools to search through its experiments. The Source Search tool, allows the
search of experiments by injection site (Filter source Structures) filtered by mouse line, tracer type and the
presence of Intrinsic Signal Images. The Target Search tool allows a "virtual retrograde” search that localizes
experiments based on projections located in the structures of interest. Finally, the Spatial Search allows the user
to choose either a target signal or injection site based on a voxel selection that retrieves all the experiments with
positive signal. The injection summary includes primary and secondary injection structures, the stereotaxic
injection Bregma coordinates, the mouse strain, tracer type and the calculated injection summary (%) for the
rAAV. The Image Viewer allows to browse the experiment in 2-D and panning through the 140 coronal slices
of each experiment. The histogram shows the quantified signal in each structure either by projection volume
(mm?®) or by projection density, which means the fraction of the area occupied by signal compared to the whole
structure. The mouse strains used included wild type and transgenic cre lines. Nevertheless, the rAAV used did
not include specific sequences to interact with the cre endonuclease.

Adult mouse connectivity atlas. At the identification stage, 754 experiments (Supplementary Table S1)
were revised, using the injection site search, from Septal (30), Hypothalamic (258), Pallidal (67), Striatal (131),
and Thalamic (268) areas, according with the habenula-afferent nuclei identified previously. These nuclei were
screened by checking both the section images and the projection density window (3D viewer) of each experi-
ment, in order to corroborate the labelled terminations in the habenula. The coronal slices from each confirmed
case were reexamined to check the labelled fiber pathway and the terminations in both MHb and LHb.

For the selection of experiments, the following criteria were used: virus volume injected < 0.2 mm?® and injec-
tion coordinates within anatomical boundaries of the core of interest. Experiments with a massive virus volume
injected, or labelling of 4 or more structures to the area of interest, were excluded. In order to systematize the
image selection through the Hb between the experiments, we selected three coronal section levels taken 3, 6 and
9 sections rostrally to the habenular commissure. The entire process was carried out through peer analysis, both
the selection and screening of the experiments was carried out by two researchers, according to the inclusion
and exclusion criteria. For this reason, once all the experiments were collected, each researcher selected one or
two experiments from each set that met the criteria. After the first screening, both researchers pooled the results
to reach a consensus list of experiments that were suitable in relation to the selection criteria. The experiment
number, the amount of virus injected and the Bregma coordinates of the injection were noted (Supplementary
Table S1).

All the gene expression images were downloaded from Allen Institute for Brain Science. [https://mouse.
brain-map.org/], Mouse Brain (ISH Data). Adobe Photoshop (version 22.1.1) was used for the photo editing
program and Adobe Illustrator (version 25.1) was used to generate the figures.

Data availability

The datasets generated and/or analyzed during the current study are available in The Allen Mouse Brain Atlas (©
2021 Allen Institute for Brain Science. Mouse Brain Connectivity and Mouse Brain Map (Available at: https://
connectivity.brain-map.org and https://mouse.brain-map.org) repository. The accession number to each experi-
ment are contained in Supplementary Table SI.
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Supplementary Table S1
Selected and revised connectivity experiments

The first table represent the selected experiments from The Allen Mouse Brain Atlas
(© 2021 Allen Institute for Brain Science. Mouse Brain Connectivity. Available at:
https://connectivity.brain-map.org). It recollects all the information related to the
experiments displayed in the Figures 2-4. The second table represent all the revised
experiments, from The Allen Mouse Brain Atlas (© 2021 Allen Institute for Brain
Science. Mouse Brain Connectivity, listed by the injected nucleus and grouped by
their territory.
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Selected experiments

Figure 2: Septal Nuclei (pallial and subpallidal)

Nucleus| ExperimentNo. [Injection Slice|Rostral Slice | Medial Slice | Caudal Slice | Injection Volume Coordinates

TS 125830911 58/140 67/140 70/140 73/140 0.27 mm’ Bregma (-0.1,0.1,2.3,0)
SF 147162736 51/140 63/140 66/140 69/140 0.18 mm3 Bregma (0.14, 2.55, 4, 30)
MS 554021622 55/140 68/140 71/140 74/140 0.13 mm3 Bregma (0.62,0.02, 3.4, 0)
BST 159433187 56/140 65/140 68/140 71/140 0.01 mm3 Bregma (0.1,0.4,3.67,0)

Figure 3: Preoptic area, terminal hypothalamus and basal ganglia

Nucleus| ExperimentNo. [Injection Slice|Rostral Slice | Medial Slice | Caudal Slice | Injection Volume Coordinates

LPO 293942188 53/140 63/140 66/140 69/140 0.09 mm3 Bregma (0.5, 0.81, 4.84, 0)
MPO 299247009 52/140 65/140 68/140 71/140 0.12 mm3 Bregma (0.5, 0.15, 4.75, 0)
AHN 292035484 65/140 66/140 69/140 72/140 0.19 mm3 Bregma (-0.46,0.5,4.8,0)
S| 302739608 40/140 63/140 66/140 69/140 0.07 mm3 Bregma(0.62, 1.2, 4.85,0)

Figure 4: Peduncular hypothalamus

Nucleus| ExperimentNo. [Injection Slice|Rostral Slice | Medial Slice | Caudal Slice | Injection Volume Coordinates

PVH 581641279 59/140 65/140 68/140 71/140 0.07 mm3 Bregma (0.38,0.02, 4.2, 0)
DMH 178283239 79/140 67/140 70/140 73/140 0.12 mm3 Bregma(-1.5,0.35,5.2,0)
LHA 485239207 65/140 68/140 71/140 74/140 0.10 mm3 Bregma(-0.46,1.15,5.45,0)
EPD 539498984 68/140 67/140 70/140 73/140 0.03 mm3 Bregma(-0.94,-2.25,4.47,0)




Experiments re

evised

Nuclei Experiment n? Structure Region/Part/Area
Gpe 511942270 Pallidum Dorsal Region
Gpe 265944167 Pallidum Dorsal Region
Gpe 158373958 Pallidum Dorsal Region
Gpe 159942097 Pallidum Dorsal Region
Gpe 647574144 Pallidum Dorsal Region
Gpe 265943460 Pallidum Dorsal Region
Gpe 300318924 Pallidum Dorsal Region
Gpi 305024724 Pallidum Dorsal Region
Gpi 539498984 Pallidum Dorsal Region
Gpi 278501857 Pallidum Dorsal Region
Sl 157659671 Pallidum Ventral Region
Sl 161460864 Pallidum Ventral Region
Sl 478491810 Pallidum Ventral Region
Sl 302736304 Pallidum Ventral Region
Sl 126841788 Pallidum Ventral Region
Sl 298835152 Pallidum Ventral Region
Sl 146045723 Pallidum Ventral Region
Sl 159650350 Pallidum Ventral Region
Sl 478581786 Pallidum Ventral Region
Sl 305026861 Pallidum Ventral Region
Sl 147632458 Pallidum Ventral Region
Sl 273026584 Pallidum Ventral Region
Sl 300111087 Pallidum Ventral Region
Sl 126711445 Pallidum Ventral Region
Sl 138058320 Pallidum Ventral Region
Sl 299245589 Pallidum Ventral Region
Sl 549362997 Pallidum Ventral Region
Sl 125436508 Pallidum Ventral Region
Sl 304762245 Pallidum Ventral Region
MA No experiments Pallidum Ventral Region
NDB 167200755 Pallidum Medial Region
NDB 286319739 Pallidum Medial Region
NDB 158257355 Pallidum Medial Region
NDB 292961470 Pallidum Medial Region
NDB 515191874 Pallidum Medial Region
NDB 177605425 Pallidum Medial Region
NDB 504173156 Pallidum Medial Region
BST 298835859 Pallidum Caudal Region
BST 305645843 Pallidum Caudal Region
BST 308386222 Pallidum Caudal Region
BST 301947600 Pallidum Caudal Region
BST 522078446 Pallidum Caudal Region
BST 241280698 Pallidum Caudal Region
BST 241279971 Pallidum Caudal Region
BST 159375036 Pallidum Caudal Region
BST 176886238 Pallidum Caudal Region
BST 305026146 Pallidum Caudal Region




Experiments re

evised

Nuclei Experiment n? Structure Region/Part/Area
BST 300236763 Pallidum Caudal Region
BST 265138021 Pallidum Caudal Region
BST 147049515 Pallidum Caudal Region
BST 159433187 Pallidum Caudal Region
BST 204832917 Pallidum Caudal Region
BST 146747721 Pallidum Caudal Region
BST 167026321 Pallidum Caudal Region
BST 117312486 Pallidum Caudal Region
BST 175739085 Pallidum Caudal Region
BST 267764292 Pallidum Caudal Region
BST 304760810 Pallidum Caudal Region
BST 194948535 Pallidum Caudal Region
BST 181786681 Pallidum Caudal Region
BST 171068025 Pallidum Caudal Region
BST 267763584 Pallidum Caudal Region
BAC No experiments Pallidum Caudal Region

Total Pallidum 67

Nuclei Experiment n? Structure Region/Part/Area
TRS 287950390 Septal Caudal Part
TRS 182341627 Septal Caudal Part
SF 147162736 Septal Caudal Part
SH No experiments Septal Caudal Part
LSc 301672044 Septal Caudal Part
LSc 527808181 Septal Caudal Part
LSc 160294327 Septal Caudal Part
LSc 120436988 Septal Caudal Part
LSr 267810394 Septal Rostral Part
LSr 178486024 Septal Rostral Part
LSr 168094300 Septal Rostral Part
LSr 300164356 Septal Rostral Part
LSr 300841699 Septal Rostral Part
LSr 272917631 Septal Rostral Part
LSr 293434703 Septal Rostral Part
LSr 265946352 Septal Rostral Part
LSr 125830911 Septal Rostral Part
LSr 301672755 Septal Rostral Part
LSr 160398593 Septal Rostral Part
LSr 100141435 Septal Rostral Part
LSv 113783321 Septal Rostral Part
LSv 182887258 Septal Ventral Part
LSv 303537993 Septal Ventral Part
LSv 167654731 Septal Ventral Part
MS 265944939 Septal Ventral Part
MS 113696423 Septal Ventral Part
MS 156819600 Septal Ventral Part
MS 278259822 Septal Ventral Part
MS 100141597 Septal Ventral Part




Experiments re

evised

Nuclei Experiment n? Structure Region/Part/Area
MS 303580293 Septal Ventral Part
MS 554021622 Septal Ventral Part

Total Septal 30

Nuclei Experiment n? Structure Region/Part/Area
ACB 168615344 Striatum Ventral Region
ACB 146470726 Striatum Ventral Region
ACB 167904966 Striatum Ventral Region
ACB 171411651 Striatum Ventral Region
ACB 175373569 Striatum Ventral Region
ACB 168614604 Striatum Ventral Region
ACB 300078901 Striatum Ventral Region
ACB 170785775 Striatum Ventral Region
ACB 127255254 Striatum Ventral Region
ACB 175732001 Striatum Ventral Region
ACB 293008559 Striatum Ventral Region
ACB 287533790 Striatum Ventral Region
ACB 265136608 Striatum Ventral Region
ACB 309740347 Striatum Ventral Region
ACB 287993060 Striatum Ventral Region
ACB 300110369 Striatum Ventral Region
ACB 286486329 Striatum Ventral Region
FS No experiments Striatum Ventral Region
oT 167904255 Striatum Ventral Region
oT 292962283 Striatum Ventral Region
CP 113036264 Striatum Dorsal Region
Cp 513775257 Striatum Dorsal Region
CP 485846989 Striatum Dorsal Region
Cp 180982124 Striatum Dorsal Region
CP 117317884 Striatum Dorsal Region
CP 120762196 Striatum Dorsal Region
CP 267762146 Striatum Dorsal Region
Cp 159552290 Striatum Dorsal Region
CP 114399934 Striatum Dorsal Region
Cp 113505468 Striatum Dorsal Region
CP 272824561 Striatum Dorsal Region
Cp 113766038 Striatum Dorsal Region
CP 127711803 Striatum Dorsal Region
Cp 160537796 Striatum Dorsal Region
CP 158916311 Striatum Dorsal Region
CP 264095536 Striatum Dorsal Region
CP 160537018 Striatum Dorsal Region
CP 120570964 Striatum Dorsal Region
CP 146553266 Striatum Dorsal Region
CP 127762867 Striatum Dorsal Region
CP 148198052 Striatum Dorsal Region
CP 124059700 Striatum Dorsal Region
CP 159941339 Striatum Dorsal Region




Experiments re

evised

Nuclei Experiment n? Structure Region/Part/Area

CP 505807398 Striatum Dorsal Region
CP 155736539 Striatum Dorsal Region
CP 159329308 Striatum Dorsal Region
CP 112307754 Striatum Dorsal Region
CP 100142580 Striatum Dorsal Region
CP 265929968 Striatum Dorsal Region
CP 112458831 Striatum Dorsal Region
CP 159223001 Striatum Dorsal Region
CP 127140981 Striatum Dorsal Region
CP 293366741 Striatum Dorsal Region
CP 158019342 Striatum Dorsal Region
Cp 126853068 Striatum Dorsal Region
CP 303478748 Striatum Dorsal Region
Cp 293366035 Striatum Dorsal Region
CP 183009881 Striatum Dorsal Region
Cp 158020947 Striatum Dorsal Region
CP 156670520 Striatum Dorsal Region
Cp 307910595 Striatum Dorsal Region
Cp 292620968 Striatum Dorsal Region
Cp 575683020 Striatum Dorsal Region
CP 175732996 Striatum Dorsal Region
Cp 127224133 Striatum Dorsal Region
CP 160540013 Striatum Dorsal Region
CP 287994474 Striatum Dorsal Region
CP 175072215 Striatum Dorsal Region
Cp 157911832 Striatum Dorsal Region
CP 301180385 Striatum Dorsal Region
Cp 155737254 Striatum Dorsal Region
CP 301620241 Striatum Dorsal Region
CP 514505957 Striatum Dorsal Region
CP 307909888 Striatum Dorsal Region
CP 309739641 Striatum Dorsal Region
CP 161176690 Striatum Dorsal Region
Cp 286649703 Striatum Dorsal Region
CP 278434443 Striatum Dorsal Region
Cp 287995180 Striatum Dorsal Region
CP 272697238 Striatum Dorsal Region
Cp 293473098 Striatum Dorsal Region
CP 286311648 Striatum Dorsal Region
CP 307692311 Striatum Dorsal Region
CP 292959343 Striatum Dorsal Region
CP 310175667 Striatum Dorsal Region
CP 477924853 Striatum Dorsal Region
CP 308395312 Striatum Dorsal Region
AAA 175372863 Striatum Amygdalar

BA No experiments Striatum Amygdalar

IA No experiments Striatum Amygdalar




Experiments revised
Nuclei Experiment n? Structure Region/Part/Area
CEA 265648940 Striatum Amygdalar
CEA 127761449 Striatum Amygdalar
CEA 181890477 Striatum Amygdalar
CEA 554022330 Striatum Amygdalar
CEA 304970618 Striatum Amygdalar
CEA 146795148 Striatum Amygdalar
CEA 286774064 Striatum Amygdalar
CEA 278179088 Striatum Amygdalar
CEA 112459547 Striatum Amygdalar
CEA 241279261 Striatum Amygdalar
CEA 573639461 Striatum Amygdalar
CEA 181889764 Striatum Amygdalar
CEA 120281646 Striatum Amygdalar
CEA 539641136 Striatum Amygdalar
CEA 265945645 Striatum Amygdalar
CEA 267152406 Striatum Amygdalar
CEA 277856332 Striatum Amygdalar
CEA 204907355 Striatum Amygdalar
CEA 513498584 Striatum Amygdalar
CEA 543875354 Striatum Amygdalar
MEA 175072921 Striatum Amygdalar
MEA 165034344 Striatum Amygdalar
MEA 180981417 Striatum Amygdalar
MEA 182041643 Striatum Amygdalar
MEA 267547788 Striatum Amygdalar
MEA 170860801 Striatum Amygdalar
MEA 125361005 Striatum Amygdalar
MEA 272819994 Striatum Amygdalar
MEA 168363874 Striatum Amygdalar
MEA 293469501 Striatum Amygdalar
MEA 305645132 Striatum Amygdalar
MEA 157550122 Striatum Amygdalar
MEA 146985623 Striatum Amygdalar
MEA 549361039 Striatum Amygdalar
MEA 304694870 Striatum Amygdalar
MEA 305124396 Striatum Amygdalar
MEA 170946889 Striatum Amygdalar
MEA 286303000 Striatum Amygdalar
MEA 564357489 Striatum Amygdalar
MEA 299896150 Striatum Amygdalar
MEA 309386361 Striatum Amygdalar
MEA 287666431 Striatum Amygdalar
MEA 549805072 Striatum Amygdalar
MEA 303578324 Striatum Amygdalar
Total Striatum 131
Nuclei Experiment n? Structure Region/Part/Area
SO 147790922 Hypothalamus |Periventricular Zone




Experiments re

evised

Nuclei Experiment n? Structure Region/Part/Area
SO 587294457 Hypothalamus |Periventricular Zone
SO 286726065 Hypothalamus |Periventricular Zone
SO 178488152 Hypothalamus |Periventricular Zone
SO 147968866 Hypothalamus |Periventricular Zone
ASO No experiments Hypothalamus |Periventricular Zone
PVH 176432524 Hypothalamus |Periventricular Zone
PVH 581641279 Hypothalamus |Periventricular Zone
PVH 127470976 Hypothalamus |Periventricular Zone
PVH 302221478 Hypothalamus |Periventricular Zone
PVH 266840498 Hypothalamus |Periventricular Zone
PVH 183459175 Hypothalamus |Periventricular Zone
PVH 540685246 Hypothalamus Periventricular Zone
PVH 147136518 Hypothalamus |Periventricular Zone
PVH 112951097 Hypothalamus |Periventricular Zone
PVH 287044088 Hypothalamus |Periventricular Zone
PVH 146983504 Hypothalamus |Periventricular Zone
PVH 267997620 Hypothalamus |Periventricular Zone
Pva No experiments Hypothalamus |Periventricular Zone
Pvi No experiments Hypothalamus |Periventricular Zone
ARH 263369222 Hypothalamus |Periventricular Zone
ARH 175738378 Hypothalamus |Periventricular Zone
ARH 181891892 Hypothalamus |Periventricular Zone
ARH 176431817 Hypothalamus |Periventricular Zone
ARH 232311236 Hypothalamus |Periventricular Zone
ARH 286726777 Hypothalamus |Periventricular Zone
ARH 178282527 Hypothalamus |Periventricular Zone
ARH 286318327 Hypothalamus |Periventricular Zone
ARH 232310521 Hypothalamus |Periventricular Zone
ARH 146554676 Hypothalamus |Periventricular Zone
ARH 159751184 Hypothalamus |Periventricular Zone
ARH 298105299 Hypothalamus |Periventricular Zone
ARH 171482142 Hypothalamus |Periventricular Zone
ARH 158142090 Hypothalamus |Periventricular Zone
ARH 241278553 Hypothalamus |Periventricular Zone
ARH 146660999 Hypothalamus |Periventricular Zone
ARH 586447435 Hypothalamus Periventricular Zone
ADP 309794438 Hypothalamus  |Periventricular Region
ADP 293114113 Hypothalamus |Periventricular Region
AVP No experiments Hypothalamus  |Periventricular Region
AVPV 138059031 Hypothalamus Periventricular Region
DMH 266174751 Hypothalamus |Periventricular Region
DMH 304617742 Hypothalamus |Periventricular Region
DMH 518015408 Hypothalamus |Periventricular Region
DMH 287538943 Hypothalamus |Periventricular Region
DMH 178283239 Hypothalamus  |Periventricular Region
DMH 306271212 Hypothalamus |Periventricular Region
DMH 113314337 Hypothalamus |Periventricular Region




Experiments re

evised

Nuclei Experiment n? Structure Region/Part/Area
DMH 160296448 Hypothalamus |Periventricular Region
DMH 265813096 Hypothalamus |Periventricular Region
DMH 160317628 Hypothalamus |Periventricular Region
DMH 298833739 Hypothalamus Periventricular Region
DMH 182336846 Hypothalamus |Periventricular Region
MEPO No experiments Hypothalamus |Periventricular Region
MPO 158738180 Hypothalamus |Periventricular Region
MPO 113554719 Hypothalamus |Periventricular Region
MPO 175263771 Hypothalamus |Periventricular Region
MPO 119846838 Hypothalamus |Periventricular Region
MPO 182459635 Hypothalamus |Periventricular Region
MPO 298049545 Hypothalamus |Periventricular Region
MPO 294005186 Hypothalamus |Periventricular Region
MPO 158315810 Hypothalamus |Periventricular Region
MPO 299247009 Hypothalamus |Periventricular Region
MPO 277800288 Hypothalamus |Periventricular Region
MPO 292123352 Hypothalamus |Periventricular Region
ov No experiments Hypothalamus |Periventricular Region
PD No experiments Hypothalamus |Periventricular Region
PS No experiments Hypothalamus |Periventricular Region
PVp 168005102 Hypothalamus |Periventricular Region
PVp 264078267 Hypothalamus |Periventricular Region
PVp 168362462 Hypothalamus |Periventricular Region
PVp 167117360 Hypothalamus |Periventricular Region
Pvpo No experiments Hypothalamus |Periventricular Region
SBPV 304473503 Hypothalamus |Periventricular Region
SCH 287665706 Hypothalamus  |Periventricular Region
SCH 293431163 Hypothalamus |Periventricular Region
VMPO No experiments Hypothalamus |Periventricular Region
VLPO No experiments Hypothalamus |Periventricular Region
AHN 181057754 Hypothalamus |Medial Zone
AHN 180674463 Hypothalamus |Medial Zone
AHN 523705737 Hypothalamus |Medial Zone
AHN 126116142 Hypothalamus |Medial Zone
AHN 175106053 Hypothalamus |Medial Zone
AHN 182842391 Hypothalamus |Medial Zone
AHN 146660293 Hypothalamus |Medial Zone
AHN 267928135 Hypothalamus |Medial Zone
AHN 159375743 Hypothalamus |Medial Zone
AHN 127649713 Hypothalamus |Medial Zone
AHN 266490034 Hypothalamus |Medial Zone
AHN 286727483 Hypothalamus |Medial Zone
AHN 305092904 Hypothalamus |Medial Zone
AHN 292035484 Hypothalamus |Medial Zone
AHN 301673462 Hypothalamus |Medial Zone
AHN 305677409 Hypothalamus |Medial Zone
AHN 299408890 Hypothalamus |Medial Zone




Experiments revised
Nuclei Experiment n? Structure Region/Part/Area
AHN 300167479 Hypothalamus |Medial Zone
AHN 515198413 Hypothalamus |Medial Zone
LM 298104533 Hypothalamus |Medial Zone
LM 157952778 Hypothalamus |Medial Zone
LM 520619072 Hypothalamus |Medial Zone
MM 158314987 Hypothalamus |Medial Zone
MM 126710740 Hypothalamus |Medial Zone
MM 182182936 Hypothalamus |Medial Zone
MM 307655867 Hypothalamus |Medial Zone
MM 168364580 Hypothalamus |Medial Zone
MM 304720034 Hypothalamus |Medial Zone
MM 287173396 Hypothalamus |Medial Zone
MM 127396760 Hypothalamus |Medial Zone
MM 558673113 Hypothalamus |Medial Zone
MM 304720741 Hypothalamus |Medial Zone
MM 148197327 Hypothalamus |Medial Zone
MM 273055501 Hypothalamus |Medial Zone
SUM 581350498 Hypothalamus |Medial Zone
SUM 114045733 Hypothalamus |Medial Zone
SUM 519164644 Hypothalamus |Medial Zone
SUM 304947804 Hypothalamus |Medial Zone
TMv 520336173 Hypothalamus |Medial Zone
MPN 127909584 Hypothalamus |Medial Zone
MPN 287246555 Hypothalamus |Medial Zone
MPN 120280191 Hypothalamus |Medial Zone
MPN 114472860 Hypothalamus |Medial Zone
MPN 305270515 Hypothalamus |Medial Zone
MPN 294355509 Hypothalamus |Medial Zone
MPN 293549729 Hypothalamus |Medial Zone
MPN 301061596 Hypothalamus |Medial Zone
MPN 301989585 Hypothalamus |Medial Zone
MPN 160399309 Hypothalamus |Medial Zone
MPN 182460343 Hypothalamus |Medial Zone
MPN 587060515 Hypothalamus |Medial Zone
PMd No experiments Hypothalamus |Medial Zone
PMv 294316542 Hypothalamus |Medial Zone
PMv 146659588 Hypothalamus |Medial Zone
PMv 299654968 Hypothalamus |Medial Zone
PMv 263780018 Hypothalamus |Medial Zone
PMv 179904203 Hypothalamus |Medial Zone
PMv 520342605 Hypothalamus |Medial Zone
PMv 157952068 Hypothalamus |Medial Zone
PMv 286728896 Hypothalamus |Medial Zone
PMv 515520455 Hypothalamus |Medial Zone
PMv 167656152 Hypothalamus |Medial Zone
PMv 267398651 Hypothalamus |Medial Zone
PMv 298178912 Hypothalamus |Medial Zone




Experiments revised
Nuclei Experiment n? Structure Region/Part/Area
PVHd 299759881 Hypothalamus |Medial Zone
PVHd 304998039 Hypothalamus |Medial Zone
PVHd 300923916 Hypothalamus |Medial Zone
PVHd 166532512 Hypothalamus |Medial Zone
PVHd 147051682 Hypothalamus |Medial Zone
VMH 158258062 Hypothalamus |Medial Zone
VMH 313325371 Hypothalamus |Medial Zone
VMH 267540168 Hypothalamus |Medial Zone
VMH 264319363 Hypothalamus |Medial Zone
VMH 478095541 Hypothalamus |Medial Zone
VMH 176886958 Hypothalamus |Medial Zone
VMH 175106769 Hypothalamus |Medial Zone
VMH 292211026 Hypothalamus |Medial Zone
VMH 573330828 Hypothalamus |Medial Zone
VMH 303708513 Hypothalamus |Medial Zone
VMH 503324388 Hypothalamus |Medial Zone
VMH 277854208 Hypothalamus |Medial Zone
VMH 308641549 Hypothalamus |Medial Zone
VMH 552759734 Hypothalamus |Medial Zone
VMH 540139629 Hypothalamus |Medial Zone
VMH 277854916 Hypothalamus |Medial Zone
VMH 266489212 Hypothalamus |Medial Zone
VMH 503036583 Hypothalamus |Medial Zone
VMH 182337561 Hypothalamus |Medial Zone
VMH 286556208 Hypothalamus |Medial Zone
VMH 114290225 Hypothalamus |Medial Zone
VMH 277615922 Hypothalamus |Medial Zone
VMH 157549402 Hypothalamus |Medial Zone
VMH 286319033 Hypothalamus |Medial Zone
PH 175374275 Hypothalamus |Medial Zone
PH 164986046 Hypothalamus |Medial Zone
PH 573624241 Hypothalamus |Medial Zone
PH 268208632 Hypothalamus |Medial Zone
PH 176898557 Hypothalamus |Medial Zone
PH 159649643 Hypothalamus |Medial Zone
PH 268204599 Hypothalamus |Medial Zone
PH 127710392 Hypothalamus |Medial Zone
PH 551738231 Hypothalamus |Medial Zone
PH 159222295 Hypothalamus |Medial Zone
PH 112425523 Hypothalamus |Medial Zone
PH 278260569 Hypothalamus |Medial Zone
PH 100141434 Hypothalamus |Medial Zone
PH 292480129 Hypothalamus |Medial Zone
PH 293255030 Hypothalamus |Medial Zone
PH 266248065 Hypothalamus |Medial Zone
PH 557973149 Hypothalamus |Medial Zone
PH 267213793 Hypothalamus |Medial Zone




Experiments re

evised

Nuclei Experiment n? Structure Region/Part/Area
PH 555011865 Hypothalamus |Medial Zone
PH 168616827 Hypothalamus |Medial Zone
PH 302086846 Hypothalamus |Medial Zone
PH 266837456 Hypothalamus |Medial Zone
PH 302087552 Hypothalamus |Medial Zone
PH 300927483 Hypothalamus |Medial Zone
LHA 165035106 Hypothalamus |Lateral Zone
LHA 114046440 Hypothalamus |Lateral Zone
LHA 305379705 Hypothalamus |Lateral Zone
LHA 158373181 Hypothalamus |Lateral Zone
LHA 176887774 Hypothalamus |Lateral Zone
LHA 156195758 Hypothalamus |Lateral Zone
LHA 170860092 Hypothalamus |Lateral Zone
LHA 113313632 Hypothalamus |Lateral Zone
LHA 127470271 Hypothalamus |Lateral Zone
LHA 113444277 Hypothalamus |Lateral Zone
LHA 304674547 Hypothalamus |Lateral Zone
LHA 278508779 Hypothalamus |Lateral Zone
LHA 298048079 Hypothalamus |Lateral Zone
LHA 117302771 Hypothalamus |Lateral Zone
LHA 112372418 Hypothalamus |Lateral Zone
LHA 293368154 Hypothalamus Lateral Zone
LHA 113369603 Hypothalamus |Lateral Zone
LHA 278510197 Hypothalamus |Lateral Zone
LHA 485239207 Hypothalamus |Lateral Zone
LHA 298048787 Hypothalamus Lateral Zone
LHA 298078515 Hypothalamus |Lateral Zone
LHA 113506174 Hypothalamus |Lateral Zone
LHA 287667137 Hypothalamus |Lateral Zone
LHA 113225519 Hypothalamus |Lateral Zone
LHA 286882342 Hypothalamus |Lateral Zone
LHA 267213087 Hypothalamus |Lateral Zone
LHA 171020416 Hypothalamus |Lateral Zone
LHA 515410820 Hypothalamus Lateral Zone
LHA 568768472 Hypothalamus |Lateral Zone
LHA 142653395 Hypothalamus Lateral Zone
LHA 293254286 Hypothalamus |Lateral Zone
LHA 265125894 Hypothalamus |Lateral Zone
LHA 267396430 Hypothalamus |Lateral Zone
LPO 113553300 Hypothalamus Lateral Zone
LPO 517975511 Hypothalamus |Lateral Zone
LPO 302016815 Hypothalamus |Lateral Zone
LPO 293942188 Hypothalamus |Lateral Zone
PSTN 165974379 Hypothalamus |Lateral Zone
PSTN 264696942 Hypothalamus |Lateral Zone
PeF No experiments Hypothalamus |Lateral Zone
RCH No experiments Hypothalamus |Lateral Zone




Experiments re

evised

Nuclei Experiment n? Structure Region/Part/Area
STN 564688610 Hypothalamus |Lateral Zone
STN 544455391 Hypothalamus Lateral Zone
STN 146986331 Hypothalamus |Lateral Zone
TU 176888661 Hypothalamus |Lateral Zone
TU 264320076 Hypothalamus |Lateral Zone
TU 264248605 Hypothalamus |Lateral Zone
TU 112228391 Hypothalamus |Lateral Zone
TU 177890956 Hypothalamus |Lateral Zone
TU 547202505 Hypothalamus |Lateral Zone
TU 304948510 Hypothalamus Lateral Zone
TU 551756337 Hypothalamus |Lateral Zone
TU 267397226 Hypothalamus |Lateral Zone
TU 113037759 Hypothalamus |Lateral Zone
Zl 175018829 Hypothalamus |Lateral Zone
Zl 126190743 Hypothalamus |Lateral Zone
Zl 113095845 Hypothalamus Lateral Zone
Zl 171066613 Hypothalamus |Lateral Zone
Zl 264697714 Hypothalamus |Lateral Zone
Zl 168663472 Hypothalamus |Lateral Zone
Zl 174788109 Hypothalamus |Lateral Zone
Zl 171065906 Hypothalamus |Lateral Zone
Zl 170263370 Hypothalamus |Lateral Zone
Zl 162018879 Hypothalamus |Lateral Zone
Zl 304858700 Hypothalamus Lateral Zone
Zl 301539438 Hypothalamus |Lateral Zone
Zl 170858675 Hypothalamus |Lateral Zone
Zl 508539001 Hypothalamus |Lateral Zone
Zl 287492899 Hypothalamus Lateral Zone
Zl 156315468 Hypothalamus |Lateral Zone
Zl 522255595 Hypothalamus Lateral Zone
Zl 306270474 Hypothalamus |Lateral Zone
Zl 286662551 Hypothalamus |Lateral Zone
Zl 511549277 Hypothalamus |Lateral Zone
Zl 299760587 Hypothalamus |Lateral Zone
Zl 305321883 Hypothalamus |Lateral Zone
Total Hypothalamus 258
Nuclei Experiment n? Structure Region/Part/Area
VAL 113884251 Thalamus Sensory-motor cortex related
VAL 300237470 Thalamus Sensory-motor cortex related
VAL 310193233 Thalamus Sensory-motor cortex related
VM 157063074 Thalamus Sensory-motor cortex related
VM 174736554 Thalamus Sensory-motor cortex related
VM 127797441 Thalamus Sensory-motor cortex related
VM 538834292 Thalamus Sensory-motor cortex related
VM 267929554 Thalamus Sensory-motor cortex related
VM 170859382 Thalamus Sensory-motor cortex related
VM 273025872 Thalamus Sensory-motor cortex related




Experiments re

evised

Nuclei Experiment n? Structure Region/Part/Area
VM 306444486 Thalamus Sensory-motor cortex related
VM 268205344 Thalamus Sensory-motor cortex related
VM 180707817 Thalamus Sensory-motor cortex related
VPM 268399868 Thalamus Sensory-motor cortex related
VPM 478581080 Thalamus Sensory-motor cortex related
VPM 268206050 Thalamus Sensory-motor cortex related
VPM 312240825 Thalamus Sensory-motor cortex related
VPM 277958616 Thalamus Sensory-motor cortex related
VPM 100141223 Thalamus Sensory-motor cortex related
VPM 552280478 Thalamus Sensory-motor cortex related
VPM 158375425 Thalamus Sensory-motor cortex related
VPM 156202979 Thalamus Sensory-motor cortex related
VPM 180628971 Thalamus Sensory-motor cortex related
VPMpc 162018169 Thalamus Sensory-motor cortex related
VPMpc 301735080 Thalamus Sensory-motor cortex related
SPFm 278261300 Thalamus Sensory-motor cortex related
SPFm 159258618 Thalamus Sensory-motor cortex related
MG 305269070 Thalamus Sensory-motor cortex related
MG 180520257 Thalamus Sensory-motor cortex related
MG 178489574 Thalamus Sensory-motor cortex related
MG 299996344 Thalamus Sensory-motor cortex related
MG 183329991 Thalamus Sensory-motor cortex related
LGd 298004028 Thalamus Sensory-motor cortex related
LGd 292320572 Thalamus Sensory-motor cortex related
LGd 480692170 Thalamus Sensory-motor cortex related
LGd 298003295 Thalamus Sensory-motor cortex related
LGd 479268685 Thalamus Sensory-motor cortex related
LGd 478258719 Thalamus Sensory-motor cortex related
LGd 479670988 Thalamus Sensory-motor cortex related
LGd 100141598 Thalamus Sensory-motor cortex related
LGd 263241470 Thalamus Sensory-motor cortex related
LGd 479891303 Thalamus Sensory-motor cortex related
LGd 278070717 Thalamus Sensory-motor cortex related
LGd 156198187 Thalamus Sensory-motor cortex related
LGd 479671695 Thalamus Sensory-motor cortex related
LGd 642811309 Thalamus Sensory-motor cortex related
LGd 642177206 Thalamus Sensory-motor cortex related
LGd 293942897 Thalamus Sensory-motor cortex related
LGd 266248776 Thalamus Sensory-motor cortex related
LGd 293914766 Thalamus Sensory-motor cortex related
LGd 287458895 Thalamus Sensory-motor cortex related
LGd 293787288 Thalamus Sensory-motor cortex related
LGd 301735795 Thalamus Sensory-motor cortex related
LGd 642480973 Thalamus Sensory-motor cortex related
LGd 642180077 Thalamus Sensory-motor cortex related
LGd 287458189 Thalamus Sensory-motor cortex related
LGd 514513838 Thalamus Sensory-motor cortex related




Experiments revised

Nuclei Experiment n? Structure Region/Part/Area

LP 146658879 Thalamus Sensory-motor cortex related

LP 572388249 Thalamus Sensory-motor cortex related

LP 167439900 Thalamus Sensory-motor cortex related

LP 504100025 Thalamus Polymodal association cortex related
LP 507708083 Thalamus Polymodal association cortex related
LP 292319865 Thalamus Polymodal association cortex related
LP 166267651 Thalamus Polymodal association cortex related
LP 183282970 Thalamus Polymodal association cortex related
LP 266585624 Thalamus Polymodal association cortex related
LP 183175010 Thalamus Polymodal association cortex related
LP 267493760 Thalamus Polymodal association cortex related
LP 183282261 Thalamus Polymodal association cortex related
LP 293914056 Thalamus Polymodal association cortex related
LP 301466249 Thalamus Polymodal association cortex related
LP 183174303 Thalamus Polymodal association cortex related
PO 267999740 Thalamus Polymodal association cortex related
PO 183011353 Thalamus Polymodal association cortex related
PO 174781014 Thalamus Polymodal association cortex related
PO 100147785 Thalamus Polymodal association cortex related
PO 292212456 Thalamus Polymodal association cortex related
PO 182515576 Thalamus Polymodal association cortex related
PO 182892855 Thalamus Polymodal association cortex related
PO 180708524 Thalamus Polymodal association cortex related
PO 301674988 Thalamus Polymodal association cortex related
SGN 182805258 Thalamus Polymodal association cortex related
SGN 113165340 Thalamus Polymodal association cortex related
SGN 272873704 Thalamus Polymodal association cortex related
SGN 300688721 Thalamus Polymodal association cortex related
AV 267609756 Thalamus Polymodal association cortex related
AV 100142569 Thalamus Polymodal association cortex related
AV 479267539 Thalamus Polymodal association cortex related
AV 175818392 Thalamus Polymodal association cortex related
AV 292321278 Thalamus Polymodal association cortex related
AV 114427219 Thalamus Polymodal association cortex related
AV 146046430 Thalamus Polymodal association cortex related
AV 286553311 Thalamus Polymodal association cortex related
AV 292478008 Thalamus Polymodal association cortex related
AV 614435699 Thalamus Polymodal association cortex related
AV 182805965 Thalamus Polymodal association cortex related
AV 605092364 Thalamus Polymodal association cortex related
AM 158840459 Thalamus Polymodal association cortex related
AM 167571459 Thalamus Polymodal association cortex related
AM 146658170 Thalamus Polymodal association cortex related
AM 506947040 Thalamus Polymodal association cortex related
AM 514333422 Thalamus Polymodal association cortex related
AM 266174045 Thalamus Polymodal association cortex related
AM 573035760 Thalamus Polymodal association cortex related




Experiments re

evised

Nuclei Experiment n? Structure Region/Part/Area
AM 606278526 Thalamus Polymodal association cortex related
AM 592698832 Thalamus Polymodal association cortex related
AM 592698087 Thalamus Polymodal association cortex related
AM 601900484 Thalamus Polymodal association cortex related
AM 156393801 Thalamus Polymodal association cortex related
IAD 168095041 Thalamus Polymodal association cortex related
LD 267608343 Thalamus Polymodal association cortex related
LD 305425490 Thalamus Polymodal association cortex related
LD 175817683 Thalamus Polymodal association cortex related
LD 113784293 Thalamus Polymodal association cortex related
LD 272969333 Thalamus Polymodal association cortex related
LD 113554008 Thalamus Polymodal association cortex related
LD 272967913 Thalamus Polymodal association cortex related
LD 309702727 Thalamus Polymodal association cortex related
LD 298833033 Thalamus Polymodal association cortex related
IMD 182185289 Thalamus Polymodal association cortex related
IMD 299624500 Thalamus Polymodal association cortex related
IMD 179902786 Thalamus Polymodal association cortex related
MD 181895006 Thalamus Polymodal association cortex related
MD 268076421 Thalamus Polymodal association cortex related
MD 480703321 Thalamus Polymodal association cortex related
MD 175739791 Thalamus Polymodal association cortex related
MD 277849256 Thalamus Polymodal association cortex related
MD 278067445 Thalamus Polymodal association cortex related
MD 166264185 Thalamus Polymodal association cortex related
MD 267928844 Thalamus Polymodal association cortex related
MD 484504171 Thalamus Polymodal association cortex related
MD 267610466 Thalamus Polymodal association cortex related
MD 114291646 Thalamus Polymodal association cortex related
MD 175740500 Thalamus Polymodal association cortex related
MD 294356922 Thalamus Polymodal association cortex related
MD 267607635 Thalamus Polymodal association cortex related
MD 168300739 Thalamus Polymodal association cortex related
MD 173206592 Thalamus Polymodal association cortex related
MD 293367448 Thalamus Polymodal association cortex related
MD 553747363 Thalamus Polymodal association cortex related
MD 272875838 Thalamus Polymodal association cortex related
MD 284665639 Thalamus Polymodal association cortex related
MD 272830456 Thalamus Polymodal association cortex related
MD 168301446 Thalamus Polymodal association cortex related
MD 558697990 Thalamus Polymodal association cortex related
MD 272875132 Thalamus Polymodal association cortex related
MD 156931568 Thalamus Polymodal association cortex related
MD 272970747 Thalamus Polymodal association cortex related
MD 264707643 Thalamus Polymodal association cortex related
MD 578332611 Thalamus Polymodal association cortex related
MD 116904684 Thalamus Polymodal association cortex related




Experiments re

evised

Nuclei Experiment n? Structure Region/Part/Area
MD 524266253 Thalamus Polymodal association cortex related
MD 268399145 Thalamus Polymodal association cortex related
MD 168002780 Thalamus Polymodal association cortex related
MD 278400363 Thalamus Polymodal association cortex related
MD 168004394 Thalamus Polymodal association cortex related
MD 183058837 Thalamus Polymodal association cortex related
MD 183329222 Thalamus Polymodal association cortex related
MD 286485585 Thalamus Polymodal association cortex related
MD 301324895 Thalamus Polymodal association cortex related
MD 267494468 Thalamus Polymodal association cortex related
MD 300889379 Thalamus Polymodal association cortex related
MD 301060890 Thalamus Polymodal association cortex related
MD 609475139 Thalamus Polymodal association cortex related
MD 293365328 Thalamus Polymodal association cortex related
MD 286646170 Thalamus Polymodal association cortex related
MD 298001595 Thalamus Polymodal association cortex related
SMT 268163228 Thalamus Polymodal association cortex related
SMT 147787606 Thalamus Polymodal association cortex related
SMT 273025166 Thalamus Polymodal association cortex related
PR 496965687 Thalamus Polymodal association cortex related
PVT 278510903 Thalamus Polymodal association cortex related
PVT 183225830 Thalamus Polymodal association cortex related
PVT 313324664 Thalamus Polymodal association cortex related
PVT 298050269 Thalamus Polymodal association cortex related
PVT 127255962 Thalamus Polymodal association cortex related
PVT 301209502 Thalamus Polymodal association cortex related
PVT 184158996 Thalamus Polymodal association cortex related
PVT 263106751 Thalamus Polymodal association cortex related
PVT 120875111 Thalamus Polymodal association cortex related
PVT 272874417 Thalamus Polymodal association cortex related
PVT 184157585 Thalamus Polymodal association cortex related
PVT 204908781 Thalamus Polymodal association cortex related
PVT 299448592 Thalamus Polymodal association cortex related
PT 159432479 Thalamus Polymodal association cortex related
PT 159331462 Thalamus Polymodal association cortex related
PT 123662982 Thalamus Polymodal association cortex related
PT 305449231 Thalamus Polymodal association cortex related
PT 176897793 Thalamus Polymodal association cortex related
PT 305125123 Thalamus Polymodal association cortex related
PT 167373923 Thalamus Polymodal association cortex related
PT 266839077 Thalamus Polymodal association cortex related
PT 545428296 Thalamus Polymodal association cortex related
PT 171067319 Thalamus Polymodal association cortex related
PT 180568155 Thalamus Polymodal association cortex related
PT 126843200 Thalamus Polymodal association cortex related
RE 174957972 Thalamus Polymodal association cortex related
RE 175019536 Thalamus Polymodal association cortex related




Experiments re
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Nuclei Experiment n? Structure Region/Part/Area
RE 175374982 Thalamus Polymodal association cortex related
RE 204832205 Thalamus Polymodal association cortex related
RE 538833505 Thalamus Polymodal association cortex related
RE 265286700 Thalamus Polymodal association cortex related
RE 278500868 Thalamus Polymodal association cortex related
RE 310976160 Thalamus Polymodal association cortex related
RE 184158290 Thalamus Polymodal association cortex related
RE 265947058 Thalamus Polymodal association cortex related
RE 607316031 Thalamus Polymodal association cortex related
RE 170784358 Thalamus Polymodal association cortex related
RE 496964969 Thalamus Polymodal association cortex related
RE 607289053 Thalamus Polymodal association cortex related
RE 528732005 Thalamus Polymodal association cortex related
RE 294040662 Thalamus Polymodal association cortex related
RE 113504763 Thalamus Polymodal association cortex related
RE 167025578 Thalamus Polymodal association cortex related
CcMm 301538025 Thalamus Polymodal association cortex related
@) 158841171 Thalamus Polymodal association cortex related
CcMm 303710632 Thalamus Polymodal association cortex related
@) 147135107 Thalamus Polymodal association cortex related
CcMm 183057424 Thalamus Polymodal association cortex related
C™M 182888003 Thalamus Polymodal association cortex related
PCN 183071513 Thalamus Polymodal association cortex related
PF 267959197 Thalamus Polymodal association cortex related
PF 263785543 Thalamus Polymodal association cortex related
PF 299732738 Thalamus Polymodal association cortex related
PF 300642574 Thalamus Polymodal association cortex related
PF 272968624 Thalamus Polymodal association cortex related
PF 266693274 Thalamus Polymodal association cortex related
PF 309580808 Thalamus Polymodal association cortex related
PIL 127396051 Thalamus Polymodal association cortex related
PIL 586054741 Thalamus Polymodal association cortex related
PIL 287880821 Thalamus Polymodal association cortex related
PIL 301063301 Thalamus Polymodal association cortex related
RT 127090378 Thalamus Polymodal association cortex related
RT 117316260 Thalamus Polymodal association cortex related
RT 299894738 Thalamus Polymodal association cortex related
RT 127468854 Thalamus Polymodal association cortex related
RT 171065200 Thalamus Polymodal association cortex related
RT 287446625 Thalamus Polymodal association cortex related
RT 552973699 Thalamus Polymodal association cortex related
RT 127085005 Thalamus Polymodal association cortex related
RT 292960052 Thalamus Polymodal association cortex related
RT 156252954 Thalamus Polymodal association cortex related
RT 171064488 Thalamus Polymodal association cortex related
RT 301421253 Thalamus Polymodal association cortex related
RT 554651619 Thalamus Polymodal association cortex related




Experiments revised
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RT 156254369 Thalamus Polymodal association cortex related
LGv 267538006 Thalamus Polymodal association cortex related
LGv 147212977 Thalamus Polymodal association cortex related
LGv 299623794 Thalamus Polymodal association cortex related
LGv 525796603 Thalamus Polymodal association cortex related
LGv 157765542 Thalamus Polymodal association cortex related
LGv 278398949 Thalamus Polymodal association cortex related
LGv 301991713 Thalamus Polymodal association cortex related
MH 300236056 Thalamus Polymodal association cortex related
MH 300843826 Thalamus Polymodal association cortex related
MH 268321927 Thalamus Polymodal association cortex related
MH 265287564 Thalamus Polymodal association cortex related
LH 292623457 Thalamus Polymodal association cortex related
LH 147353537 Thalamus Polymodal association cortex related
LH 301057735 Thalamus Polymodal association cortex related
LH 551351756 Thalamus Polymodal association cortex related
LH 510125001 Thalamus Polymodal association cortex related
LH 510124187 Thalamus Polymodal association cortex related

Total Thalamus 268

Experiments reviewed

Pallidum 67

Septal 30

Striatum 131

Hypothalamus 258

Thalamus 268

Total 754










Anexos

Anexo2 A

Distribucion de Sarcolipina en el cerebro de raton adulto y en desarrollo.

Sarcolipin distribution in developing and adult mouse brain

Iris Judrez-Leal', Abraham Andreu-Cervera', Francisca Almagro-Garcia', Salvador

Martinez', Diego Echevarria', Eduardo Puelles"

'Instituto de Neurociencias de Alicante, Universidad Miguel Hernandez-CSIC, Alicante,
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*El Anexo 2 A es un articulo que se encuentra en fase de revision, forma parte de los

resultados de la tesis doctoral y da respuesta a los objetivos planteados previamente.
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Abstract

Sarcolipin (SIn) is a small calcium channel that can be found in the mitochondrial
membrane and is implicated in the sarcoplasmic reticulum Ca2+ ATPase channel. Its role
is to inhibit the Ca2+ uptake by this pump activity from the cytoplasm into the
sarcoplasmic reticulum. Sln plays an important role in muscle thermogenesis and whole-
body energy metabolism but its presence and function in the brain has not yet been
demonstrated. Our aim is to confirm the Sln presence in the mouse central nervous
system and to describe its expression pattern in the pre and postnatal developing brain
using a Sln“’%; tdTomato™* reporter line. We confirmed the Sln expression in the
murine brain detecting the SIn mRNA in postnatal muscular and cerebral samples. The
Sln expression in the reporter line was first detected at E16.5 in the prenatal development
and was extended to all brain regions with a specific pattern. Given the broad localization
pattern of Sln -positive cells, it is feasible to think that it fulfills a basic function in Ca+
trafficking, rather than a specific function of a single circuit. It would be interesting to
deep our knowledge in the possible roles of Sln in neuronal function including behavioral

studies.

Keywords: Sarcolipin; SERCA; Brain;
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Introduction

Sarcolipin (SIn) is a small protein originally associated with the endo/sarcoplasmic
reticulum (Wawrzynow et al., 1992). It was originally described that its function is to
modulate the sarcoplasmic reticulum Ca2+ ATPase channels (SERCA1 and 2) (Odermatt
et al., 1997, 1998; Gamu et al., 2014; Desmond et al., 2017; Britzolaki et al., 2018a). Sln
together with Phospholamdan, another SERCA regulator, interacts with the regulatory
element of this Ca2+ pump (MacLennan 2003, n.d.; Hellstern et al., 2001; Gorski et al.,
2017; Liu et al., 2022a). The Sin role is to inhibit the Ca2+ uptake by SERCA from the
cytoplasm into the sarcoplasmic reticulum (Odermatt et al., 1998). This inhibition
impairs the muscular contraction (Tupling et al., 2002) and plays a role in skeletal muscle
no shivering thermogenesis (Bombardier et al., 2013; Bal et al., 2016, 2017, 2018, 2021;
Bal and Periasamy, 2020). Therefore, it plays an important role in muscle thermogenesis
and whole-body energy metabolism (Gamu et al., 2014, 2015). Sin is specifically expressed
not only in the muscles but in the cardiac atrial chambers (Minamisawa et al., 2003).
Originally it was described as not expressed in the adult human brain (Odermatt et al.,,
1997) but data obtained from RNAseq experiments in mice have demonstrated its
presence (Vied et al., 2016; Papatheodorou et al., 2020). While SERCA1 is mainly located
in muscular cells, SERCA2 (Atp2a2) and SERCA3 (Atp2a3), other highly similar
members of this genetic family, are expressed in the brain. The interaction of Sn with
SERCA2 has been aso demonstrated (Tupling et al., 2002; MacL ennanet a., 2003.).

Ca2+ participates in vital neuronal functions as signal transmission, synapsis activity,
neuronal migration, etc. It is introduced in the neuron by voltage dependent ion channels
and mobilized from the intracellular reservoirs by intracellular channels as the SERCA
family (Brini et al., 2014; Cali et al., 2014; Rathod et al., 2021). This Ca2+ movement
increases its cytosolic level where it is controlled by the mitochondria and the Ca2+
binding proteins. Therefore, the endoplasmic reticulum plays a vital role in the
intracellular Ca2+ homeostasis (Karagas and Venkatachalam, 2019) as does its Ca2+
pumps and regulators. Alterations in this homeostasis results in impaired neuronal

plasticity, synaptic dysfunction and neuronal death and it has been related to several
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neurodegenerative diseases and mental diseases (Gleichmann and Mattson, n.d.; Zii and
Reiser, n.d.; Brini et al., 2014; Cali et al., 2014; Britzolaki et al., 2018b; Karagas and
Venkatachalam, 2019; Boczek et al., 2021).

Our aim is first to confirm the Sln presence in the mouse central nervous system and
second to describe its expression pattern in the pre and postnatal developing brain. For
that purpose, we have used a mouse line that drives the expression of the cre endonuclease

by the promotor of Sln crossed with the tdTomato reporter line.

Materials and Methods

Mouse strains

All mouse manipulation and experimental procedures were performed according to the
directives of the Spanish and European Union governments, and the protocols were
approved by the  Universidad Miguel Herniandez =~ OIR  Committee
(2016/VSC/PEA/00190). The three mouse lines used is already described: SIn“** strain
(Nakano et al., 2011) R26R-CAG-TdTomato strain, from Jackson laboratories (strain
007905) and Gad67¢"* strain (Tamamaki et al., 2003). The mouse embryos and postnatal
animals examined were of two types: SIn““*; tdTomate™* and SIn“**; tdTomate™~;
Gad67¢%"+ Mice were sacrificed by decapitation or cervical dislocation depending on the
age of the animal (postnatal or adult mice). Then, the brains were dissected and fixed in
4% PFA overnight at 4°C. All postnatal animals used were sacrificed at PO to P14. Animals
from PO to P4 were sacrificed by decapitation. From the P4 stage onwards they were
perfused. The embryos (E12.5 to E18.5) used were obtained by laparotomy from pregnant
females. The day of the vaginal plug was counted as embryonic day 0.5 (EO0.5).

Sarcolipin mRNA detection

We extracted and mash/shred one heart, one liver and two embryo mice brains at E18.5
in 1ml of Ribozol. Then, we add for each sample 200ul of Cloroform and shake it up
(12.000 gx for 15 seconds at 4°C), 500ul of Isopropanol and shake it up again (12.000 gx
for 15 seconds at 4°C), and finally, we wash with Etanol 70° and add Sigma water to

measure the sample with NanoDrop. For cDNA synthesis, we used High-Capacity cDNA
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Reverse Transcription Kit with the program ¢cDNAKIT during 2 hours (water 3,7pl;
Buffer 2pl; ANTRS 0,8ul; Primers 2pl; retrotranscriptase enzyme 1pl; RNAsa inhibitor
0,5ul; sample RNA 10ul). The genotyping PCR protocol was realized as previously
described (Shimura et al., 2016).

Immunohistochemistry

Samples were agarose-embedded and sectioned at 100 pm by vibratome. For
Immunohistochemistry (IHC), it was performed as previously described (Murcia-
Ramoén). The primary antibodies used were: aRFP (1:200; ab6234/Abcam), aGFP (1:500;
A-11120/Molecular Probes), aVGlut2 (1:1000; AB5907/Chemicon), aNF (1:1000;
AB7794/ Abcam).

Imaging experiments

The gene expression image from figure 1 was downloaded from Allen Institute for Brain
Science. [https://mouse.brain-map.org/], Mouse Brain (ISH Data). For DAB expression
studies, bright field images were obtained from a Leica DM6000B microscope. For co-
localization studies, images were processed from a Leica SPEII vertical confocal
microscope (DFC500). Adobe Photoshop (version 20.0.7) was used for the photo editing

program and Adobe Illustrator (version 26.2.1) was used to generate the figures.

Results

First of all, taking the advantage of the Allen Brain databases, we confirmed the Sin
expression in the murine brain. In a sagittal section of an adult mouse brain (Fig. 1A), the
Sln expression was detected in different brain regions. Positive cells were located in the
isocortex, hippocampus, olfactory bulb, septal region, cerebellum and scattered cells in
the hypothalamus, thalamus, midbrain and hindbrain. Surprisingly, the triangular
nucleus of the septum displayed strongly labelled cells (arrow in Fig. 1A). In order to
confirm the presence of SIn mRNA in the cerebral tissue, we collected hepatic, muscular

and cerebral tissue and extracted the complete RNA and transformed it into cDNA. In
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these extracts, we developed a PCR with Sln specific primers and detected the Sin mRNA

in the muscular and cerebral samples (Fig. 1B).

Figure 1
A g kb Liver Brain Muscle 1000p
(2
Cx b \ |
- -
~ —_—
ob H 400bp ——

Hy 2000p -

Figure 1: Sarcolipin mRNA detection. (A) Sagittal section of adult mouse brain displaying
Sln gene expression by in situ hybridization (Experiment n°: 68545596). Positive cells were
located in the isocortex, hippocampus, olfactory bulb, septal region, cerebellum and
scattered cells in the hypothalamus, thalamus, midbrain and hindbrain. Sin is specifically
highly expressed in the triangular nucleus of septum (arrow). (B) Sln mRNA detection in
hepatic, muscular and cerebral samples. Abbreviations: Cb: cerebellum; Cx: cortex; H:
hindbrain; Hp: hypothalamus; Mb: Midbrain; Ob: olfactory bulb; Th: thalamus. Scale bar:
1000pum. Image credit: Allen Institute for Brain Science. [https://mouse.brain-map.org/]

Once, the Sln expression in the brain was proved, we decided to study its localization
along pre and postnatal development. This objective was accomplished by the use of a Sln

cre induced endonuclease transgenic mouse line crossed with a tomato reporter line.

In the forebrain prenatal development, Sln was first detected at E16.5 stage in the mantle
layer of the cortex, as well as in the hippocampus and in the anterior olfactory bulb area
(Fig. 2A). At E18.5, Sln positive neurons are located in all the cortical mantle layer. The
expression in hippocampus and anterior olfactory area is increased and the Tomato
protein presence is extended along the axons, being the fornix and the anterior
commissure positive (Fig. 2B). In postnatal stages, the SIn expression was further
expanded. At PO-P3, the cortical mantle layer is fully occupied by positive neurons, many

of them displayed a pyramidal shape and their positive axons are detected in the
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corticospinal tract and in the corticothalamic fibers (Fig. 2C, E, F). The positive neurons
displayed a compacted distribution in the retrosplenial cortex and were spared in the rest
of the cortical area (Fig. 2C, D, E) being more numerous in the deep layers. The
hippocampus is strongly positive (Fig. 2C, D, E, F) as well as the olfactory bulb and the
olfactory anterior area (Fig. 2C). The fornix and the anterior branch of the anterior
commissure are strongly positive (arrows in Fig. 2C) as well as the corpus callosum and

the hippocampal commissure (Fig. 2D).

ob
ob :
E165 = [EI8S
D RSCx E
> \ { Cx
. )
sm
PO aa_ po

Figure 2: Sarcolipin expression in forebrain development. (A, B) Sagittal sections of E16.5
and E18.5 embryonic mouse SIn“**; tdTomate* brains stained by immunochemistry
against RFP. The RFP protein was located in the cortical mantle layer, hippocampus, and
anterior olfactory bulb area. (C, F) Sagittal sections of postnatal (P3) mouse Sln“**;
tdTomate™* brains stained by immunochemistry and immuno fluorescence against RFP.
The REP was located also in the corticospinal tract and the corticothalamic fibers. (D, E)
Postnatal (P0) mouse Sln“**; tdTomate™* brain coronal sections (section plane indicated
in C by dashed lines), displaying the RFP positive fibers distribution of the cortical area.

Abbreviations: ac: anterior commissure; csp: corticospinal tract; cth: corticothalamic tract;
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Cx: cortex; hc: hippocampus; Ob: olfactory bulb; RSCx: retrosplenial cortex. Scale bar:
200um.

Once we described the Sln distribution in the cortex, we aimed to unveil the nature of the
positive neurons. In order to identify the interneurons, we crossed our transgenic line
with a Gad67¢%"* line, where all the Gad67 interneurons express GFP. The presence of
excitatory neurons was performed by immunofluorescence against VGIuT2 protein. In
the retrosplenial cortex, the massive presence of Sln neurons suggested an expected
variety in their nature. We found scattered Sln positive neurons with a GABAergic
phenotype (Fig. 3A, B) as well as Sln positive neurons with a glutamatergic phenotype
(Fig. 3C, D). This mixed phenotype was also observed in the neocortex (Fig. 3E, F) and in
the Hippocampus (Fig. 3G, H). The presence of Sln positive pyramidal neurons was
expected as we had observed the corticospinal tract and the corticothalamic fibers positive

for Sin as it was described above.

: Tomato

Sln(u .

Figure 3: Characterization of Sln positive neurons. (A-H) Coronal sections of postnatal

(P3) mouse Sln“*'*; tdTomate"™*; Gad67°""* brain stained by GFP (A, B, E, G), to identify
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inhibitory neurons, and VGlut2 (C, D, F, H), to identify excitatory neurons,
immunofluorescence in cerebral cortex (A-F) and hippocampus (G-H). Dashed square
indicates magnificated area in B and D. Abbreviations: Cx: cortex; hc: hippocampus; RSCx:

retrosplenial cortex. Scale bar: 200um.

In the diencephalon, we observed a strong staining of prethalamic, thalamic and
epithalamic territories due to the innervation of these areas by Sln positive neurons (Fig.
4A-B). In the epithalamus, the medial Habenula presents a dense positive innervation by
the stria medullaris while the lateral Habenula is negative (Fig. 4A). In the thalamus, most
of its nuclei presented a strong Sln innervation, only the ventral posteromedial nucleus
and dorsolateral geniculate nucleus were devoid of this innervation (Fig. 4A, B). The
paraventricular nucleus, central nucleus and the territory surrounding the
mammillothalamic fibers displayed SIn positive neurons (Fig. 4A’). The pretectal territory
displayed a broad Sin innervation (Fig. 4A, B) with some nuclei as the anterior pretectal
nucleus strongly labelled (Fig. 4B, B’). In the pretectal and hypothalamic territories we
detected sparse some positive neurons (Fig. 4B). In the midbrain, we observed dense
groups of Sln positive neurons in the three gray layers (superficial, intermediate and deep)
of the superior colliculus (Fig. 4C), the periaqueductal gray and the reticular formation
also displayed scattered positive neurons (Fig. 4C). The Substantia nigra pars reticulata
contained a major number of positive neurons while the Substantia nigra pars compacta
was almost free of them (Fig. 4C). Close to the mesencephalic tegmental midline, neurons
integrated in the Interstitial column, as the Interstitial nucleus of Cajal, were also positive

(arrow in Fig. 4C, C’).
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aRFP - aNF
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Figure 4: Sarcolipin expression in diencephalic development. (A-C’). Coronal sections of
postnatal (P3) mouse SIn“**; tdTomate™* brain stained by REP immunochemistry (A-C)
and RFP plus Neurofilament (Nf) double immunofluorescence (A’-C’). REP protein was
located in prethalamic, thalamic and epithalamic territories due to the innervation of these
areas by Sln positive neurons. Dashed square indicates magnificated area in A’-C’.
Abbreviations: APT: anterior pretectal nucleus; CM: centromedian nucleus; D:
diencephalon; DLG: dorsal lateral geniculate nucleus; DpG: deep gray layer of superior
colliculus; fx: fornix; Hy: hypothalamus; InG: intermediate layer of superior colliculus; M:
midbrain;  MHb:  medial — habenula; mth;  mammillothalamic  tract;  mtg:
mammillotegmental tract; PVA: anterior paraventricular nucleus of thalamus; SNC:
substantia nigra pars compacta; SNR: substantia nigra pars reticulata; SuG: superficial gray

layer of superior colliculus; VPM: ventral posteromedial nucleus. Scale bar: 500um.

In the hindbrain, we found positive neurons distributed in all the territory. In the
cerebellum, the Sln positive neurons presented a specific pattern that was observed
postnatally. At PO, we found just a couple of positive neurons (Fig. 5A). At P3, this
number was increased, and positive neurons were observed in the granular layer
concentrated in the VI, VII, IX and X lobules (Fig. 5B). This specific pattern was
maintained at P7 but included scattered positive Purkinje neurons (Fig. 5C). At P14, the
pattern described was confirmed with the positive granular neurons concentrated in four
specific lobules and scattered positive Purkinje neurons presented in all the lobules (Fig.

5D).
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Figure 5: Sarcolipin expression in hindbrain development. (A-D) Sagittal sections of
postnatal (P0-P14) mouse Sln“**; tdTomate™ '+ brain displayed by REP immunochemistry
the specific pattern of Sln distribution in the cerebellum. Abbreviations: Cb: cerebellum; IC:
inferior colliculus; SC: superior colliculus; I-X: cerebellar vermis lobules 1 to 10. Scale bar:

200um.

Finally, we pointed out the Sln positive tracts, the anterior branch of the anterior
commissure originated in the olfactory bulb is strongly positive while the posterior
branch is negative (Fig. 6A). The fornix generated in the hippocampus is also positive
(Fig. 6A). In the diencephalon, we located the medial longitudinal fascicle originated from
the interstitial column (Fig. 6B). The corticospinal tract coming from the primary motor
cortex was nicely observed (Fig. 6C), including its decussation at the end of the hindbrain

(arrow in Fig. 6C).
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Figure 6: Sln positive tracts. (A-C) Sagittal sections of postnatal (P3) mouse Sln*;
tdTomate™* brain stained by REP immunochemistry. The anterior branch of the anterior
commissure, the fornix, the medial longitudinal fascicle in the diencephalon and the
corticospinal tract are strongly RFP positive. Abbreviations: ac: anterior commissure; Cb:
cerebellum; csp: corticospinal tract; Cx: cortex; fx: fornix; H: hindbrain; M: midbrain; mlf:

medial longitudinal fascicle tract; Ob: olfactory bulb; Th: thalamus. Scale bar: 1000um.

Discussion

Sln is a small calcium channel that can be found in the mitochondrial membrane and is
implicate in ATPase SERCA pump activity, not only as a pump that regulates cytosolic
calcium (Ca®*) levels in all tissues, but as a mean to modulate energy metabolism in
muscles (Bal and Periasamy, 2020). This protein was not expected to be expressed in other

than muscle tissues as previously described (Wawrzynow et al., 1992; Odermatt et al.,
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1997; Desmond et al., 2017; Bal and Periasamy, 2020; Valentim et al., 2022) but we have

demonstrated its presence in the brain.

Ca** plays a pivotal role as an intracellular signaler. Its intracellular trafficking is involved
in various cellular functions such as releasing neurotransmitters from neurons,
contraction of muscle cells, fertilization, and cell differentiation and morphogenesis

during development (Alhajeri et al., 2022).

In central nervous system embryonic development, Ca’* plays a role during neuronal
synaptic refinement. The presence of Ca** waves in the developing brain is necessary to
stabilize and refine the synaptic contacts between the young neurons (Rosenberg and
Spitzer, 2011; Alhajeri et al., 2022). In adult brain, on top on its role as an intracellular
signal, Ca*>* plays a role in the activation of anti-apoptotic signals, although when its
mitochondrial concentration is elevated, it in turn produces apoptosis, which is related to
neurodegenerative diseases such as Parkinson's or Alzheimer's disease (Sanchez 2010,
n.d.; Brini et al., 2014; Cali et al., 2014; Hallacli et al., 2022). It is feasible to think that all
the proteins related to Ca** trafficking must be needed to regulate its multiple function.
Among these proteins, we have identified Sln as one of the components that may be

needed for this control in the nervous system.

Phospholamban (PLN) and Sln are homologous membrane proteins that regulates the
activity of the calcium pump SERCA. Several studies have described the role of these
proteins with SERCA isoforms 1 and 2 (Hellstern et al., 2001; Gorski et al., 2017), while a
later review further specify that PLN increase the maximal activity of the pump, whereas
Sln decrease the maximal activity of SERCA mediated calcium transport in the heart
(Barbotetal., 2021; Liu et al., 2022b). Parallelly, one of the proteins associated with PMCA
membrane pumps is Calmodulin (CaM) (Boczek et al., 2021) and its the role in the brain
is extensively studied. CaM is a binding protein that plays a crucial role in the regulation
of the synaptic activity of proteins and in the maintenance of neuronal plasticity.
Therefore, any changes in activity of these proteins might be linked to the development
and progression of neurodegenerative disorders and mental diseases (Boczek et al., 2021;

Bohush et al., 2021). In the Allen Brain database [https://mouse.brain-map.org/], we can
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tind that CaM expression in the developing brain is increasing from E16.5, coinciding
with expression pattern of Sln, and that expression stabilizes in postnatal stages
(specifically P14). Unfortunately, there are no information in this database about the
developmental expression of Sln or PLN. Unlike Sin, PLN in the adult brain does not have
a remarkable expression pattern, since there is hardly any expression in the ISH found in

the Allen Brain database [https://mouse.brain-map.org/].

The multiple roles played by this ion in mediating signals can be primarily explained by
its spatiotemporal dynamics that are kept tightly checked by mechanisms that control its
entry through plasma membrane and its storage on intracellular stores. (Alhajeri et al.,
2022). Given the broad localization pattern of Sln-positive cells, it is feasible to think that
it fulfills a basic function in Ca** metabolism, rather than a very specific function of a

single circuit.

The Sin lack or gain of function studies were concentrated in the lack of maintenance of
the metabolic homeostasis in skeletal muscle and is related with metabolic disorders
(Butler et al., 2015; Fajardo et al., 2016; Bal and Periasamy, 2020; Mengeste et al., 2022).
It has been shown that SERCA2 dependent Ca’* dysregulation has been implicated in
several disorders that affect cognitive function, including Darier’s disease, schizophrenia,
cerebral ischemia (Britzolaki et al., 2018b) and neurodegenerative diseases as previously
described (Sanchez 2010, n.d.; Brini et al., 2014; Cali et al., 2014; Hallacli et al., 2022).
Therefore, it would be important to study possible neural alterations in the lack or gain
of function mouse models including behavioral studies to elucidate the Sln role in the

brain.
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Anexo2 B

Contribucion de neuronas Eomes positivas pretalamicas a las
proyecciones aferentes de la habénula.

Migration of Tbr2-positive cells (Eomes) from the prethalamic eminence
to the origin nuclei of the stria medullaris

Iris Juarez-Leal', Veronica Company', Abraham Andreu-Cervera', Francisca Almagro-

Garcia', Salvador Martinez', Diego Echevarria', Eduardo Puelles"

'Instituto de Neurociencias de Alicante, Universidad Miguel Hernandez-CSIC, Alicante,

Spain.

*El Anexo 2 B es un articulo que se encuentra en fase de revision, forma parte de los

resultados de la tesis doctoral y da respuesta a los objetivos planteados previamente.
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Abstract

The prethalamic eminence (PThE) is a signalling centre in the developing mouse brain,
playing a role as an organiser of the diencephalon so as participating in the neurogenesis
of glutamatergic genes. Cells migration to triangular septal nuclei and the bed nucleus of
the anterior commissure as already was described in mice. Recently shown in chick the
existence of three migratory streams, one to the preoptic area, another pathway to the

lateral hypothalamus, as well as the above-mentioned migration to the septum.

Tbr2 (eomesodermin gene; Eomes) is a transcription factor with an important
developmental function required for the differentiation and specification of projection
neurons and is specifically expressed in PThE. Therefore, our aim is to describe these
migrations in mouse, using the Eomes transgenic mouse as a tool. We identified at stage
E12.5 the first migration to the preoptic area, followed by the lateral hypothalamus and
the septal area. Until postnatal stages, we detected migrating cells towards septal
territories. Surprisingly, populations projecting to the habenula via the stria medullaris
appear to receive Eomes-positive neurons migrated from the PThE region. We believe

that this data must have an associated functional significance, which should be studied in

depth.

Keywords: Eomes; Tbr2; stria medullaris; habenula
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Introduction

The prethalamic eminence (PThE) (some authors refer to it as “thalamic eminence”) is a
diencephalic region in the most dorsal subdomain of the prethalamus, which corresponds
to prosomere 3 (p3) in the prosomeric model for vertebrate forebrain development.
(Alonso et al., 2020b). The PThE has been previously considered as a dorsal part of p4,
was recognized as a domain dorsal to the prethalamus, occupying there a position
analogous to that of the habenula relative to the thalamus (Puelles and Rubenstein, 2003),
traversed longitudinally by the stria medullaris (sm), a typical characteristic for the
interprosencephalic boundaries. (Alonso et al., 2020b). This fasciculated tract, courses
through the most dorsal aspect of the prethalamic prosomere, carrying axons from its
multiple origins, caudally into the thalamic prosomere to reach the habenular (Hb)
complex (Juarez-Leal et al., 2022). The PThE is a signaling center in the developing
mouse, in the role of an organizer of the diencephalon (Abbott and Jacobowitz, 1999;
Adutwum-Ofosu et al., 2016). Moreover, this area has been proposed as a neurogenic
source of Cajal-Retzius and olfactory bulb (Ob) cells, being the Ob the longest reported
path for projection neuron migration in the forebrain (Huilgol et al., 2013; Ruiz-Reig et

al., 2017a; Alonso et al., 2020a).

The prethalamus is considered the neurogenic site of GABAergic neurons that will
populate the thalamus in the adult brain (Inamura et al., 2011) and thus expresses genes
encoding transcription factors involved in GABAergic neurogenesis, but observed that
PThE is negative for genes related to GABAergic neurogenesis and, in contrast, positive
for genes that participate in glutamatergic neurogenesis such as Pax6, Neurog2, and Tbr2
(Schuurmans and Guillemot 27, 2002.; Mattar et al., 2004; Englund et al., 2005a; Ruiz-
Reig et al., 2017; Hevner, 2019; Puelles, 2019).

In septal area, same cellular diversity is found and (Watanabe et al., 2018b) work was

based in this neuron heterogeneity, observed differences in the neuronal composition
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between the glutamatergic posterior septum and other GABAergic septal nuclei,
demonstrating finally the rostro-dorsal migration of cells from the PThE toward the
posterior septum to originate the triangular septal nucleus (TS) and bed nuclei of the
anterior commissure (BAC), being nuclei of projection to the habenula through the stria
medullaris. Furthermore, a study recently published in chicken (chick) demonstrated
three migratory cellular streams exit the PThE rostralward, targeting multiple sites in the
hypothalamus, subpallium and septocommissural area, based on descriptive
developmental analysis of Tbrl gene brain expression in chick embryos and using the

homotopic quail-chick chimeric grafting procedure (Alonso et al., 2021).

Tbrl and its homologous Tbr2 (eomesodermin gene; Eomes) have a restricted and
conserved domain of expression in the telencephalic pallium in chick same as in mouse.
(Bulfone et al., 1999). Both have related functions to regulate early steps in projection
neuron fate commitment or differentiation (Englund et al., 2005¢; Hevner, 2019a). Eomes,
expression is found early at E10.0 in the pallial (cortical) parts of the telencephalon which
include primordia of the olfactory cortex, neocortex, hippocampus, and parts of the
septum and amygdala. It is also expressed in the pallium's connection with the
diencephalon, territory known as prethalamic eminence (PThE) (Bulfone et al.,1999).
Eomes is a T-box transcription factor with an important developmental function and a
necessary for glutamatergic projection neuron (PN) differentiation and subtype
specification and subtype specification in a variety of brain regions (Bulfone et al., 1999;
Hodge et al., 2008; Hevner, 2019). Eomes regulates the transcriptome by activating or
repressing hundreds of direct target genes (Insm1, Pax6, Tbrl, ...) and responsible of the
genesis of Intermediate Progenitors (IP). Without Tbr2, abnormal IPs transiently
accumulate in elevated numbers (Hevner, 2019a). In the absence of Eomes, INPs are
depleted despite augmented neural stem cell proliferation, and neurogenesis is halted as
the result of failed neuronal differentiation (Hodge et al., 2008b). Loss of Eomes function
severely compromises Dental Gyrus development and conditional inactivation of Tbr2
during early brain development causes microcephaly and severe behavioral deficits

(Arnold et al., 2008b).
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Once the three migrations in the chick are known (Alonso et al., 2021) and not all of them
being described in mice, we set out to describe them during embryonic development and
first postnatal stages. For this purpose, we used a Eomes transgenic line as a tool, which
expresses nuclear GFP and RFP in the plasma membrane, in order to track Eomes-positive

neurons originating from the PThE.

Materials and Methods

Mouse strains

All mouse manipulation and experimental procedures were performed according to the
directives of the Spanish and European Union governments, and the protocols were
approved by the  Universidad Miguel Herniandez =~ OIR  Committee
(2016/VSC/PEA/00190). The mouse line used is: Eomes™ 286 (Eomes™S) strain. Its
construct includes a membrane-bound tdTomato (mT) and a nuclear H2B: GFP (nG)

and is already described in (Probst et al., 2017).

Mice were sacrificed by decapitation or cervical dislocation depending on the age of the
animal (postnatal or adult mice). Then, the brains were dissected and fixed in 4% PFA
overnight at 4°C. All postnatal animal used were sacrificed at PO to P56. Animals from P0
to P4 were sacrificed by decapitation. From the P4 stage onwards they were perfused. The
embryos (E12.5 to E16.5) used were obtained by laparotomy from pregnant females. The
day of the vaginal plug was counted as embryonic day 0.5 (E0.5).

The genotyping PCR protocol was realized as previously described (Probst et al., 2017).

Immunohistochemistry

Samples were agarose-embedded and sectioned at 100 pm by vibratome. For
Immunohistochemistry (IHC), it was performed as previously described (Murcia-
Ramoén). The primary antibodies used were: aGFP (1:500; A-11120/Molecular Probes),
alslet (1:200; 39.4D5/ Hybridoma bank), aRFP (1:200; ab6234/Abcam).
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Imaging experiments

For co-localization studies, images were processed from a Leica SPEII vertical confocal
microscope (DFC500). For the "Time Lapse" experiments, two pieces of equipment were
used, firstly the LightsheetZ.1 Zeiss Microscope, for semi-transparent live samples.
Secondly, Confocal Spinning Disk Dragonfly for real-time capture of dynamic processes
was used. Adobe Photoshop (version 20.0.7) was used for the photo editing program and

Adobe Illustrator (version 26.2.1) was used to generate the figures.

Results

At E12.5, Eomes positive neurons are detected in a longitudinal stripe along the midbrain
and caudal diencephalon (arrow in Fig. 1A). Also, in the PThE, where a group or RFP
positive axons fasciculate to form the stria medullaris (Fig. 1A, B, C). The mantle layer of
the telencephalic palial domain, including the olfactory bulb and the hippocampus,
presented a dense distribution of Eomes positive neurons (Fig. 1A, B, C). In this territory,
the early generated cortical axons appeared also positive (Fig. 1C). On top of these
primary territories, positive neurons are observed in the preoptic area (Fig. 1A, B, C) and
in the alar peduncular hypothalamus (Fig. A, D), as described in the chick, these two areas
are colonized by Eomes positive neurons originated in the PThE. We confirmed the alar
peduncular hypothalamic identification by ISLET1 protein distribution in the adjacent

prethalamic territory (Fig. 1D).
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Figure 1: First Eomes positive cells migration. (A) Sagittal section of E12.5 embryonic
mouse Eomes™™"° brain stained by immuno fluorescence against GFP and RFP. (B-D)
Coronal sections of EI12.5 embryonic mouse Eomes™ "¢ brains stained by immuno
fluorescence against GFP, RFP and Islet (D). PThE, where a group or RFP positive axons
fasciculate to form the stria medullaris (A, B, C). Positive neurons are observed in the
preoptic area (A, B, C) and in the alar peduncular hypothalamus (A, D). We confirmed the
alar peduncular hypothalamic identification by ISLET1 (D). Abbreviations: Ob: olfactory
bulb; PHyA: alar part of peduncular hypothalamus; POA: preoptic alar plate; PThE:

prethalamic eminence. Scale bar: 500um.
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The primary territories are maintained, at E14.5, (Fig. 2A, B) and a new area of
localization appeared in the cerebellar anlage (arrow in Fig. 2A, B). The cortical territory
and the hippocampus are further developed, and its mantle layer is full of Eomes positive
neurons (Fig. 2C, D). Its developing white matter appeared full of positive axons as well
as the lateral olfactory tract originated in the positive olfactory bulb (arrow in Figure 2C).
The alar peduncular hypothalamus display a group of positive neurons, also the amygdala
territory is populated by a dense group of Eomes positive neurons, special mention to the

basomedial amygdalar nucleus (Fig. 2D).

Figure 2: Eomes positives neurons at E14.5. (A, B) Sagittal sections of E14.5 embryonic

mouse Eomes™¢ brains stained by immunofluorescence against GFP and RFP. (C, D)

mTnG

Coronal sections of EI2.5 embryonic mouse Eomes brains stained by
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immunofluorescence against GFP, RFP and Islet (D). The primary territories are
maintained, and a new area of localization appeared in the cerebellar anlage, also the
lateral olfactory tract origin and the basomedial amygdalar nucleus. Abbreviations: BM:
basomedial amygdaloid nucleus; Cb: cerebellum; Cx: cortex; LH: lateral hypothalamus; lot:
lateral olfactory tract; Ob: olfactory tract; PHyA: alar part of peduncular hypothalamus;
POA: preoptic alar plate; PThE: prethalamic eminence. Scale bar: 500um.

Later in development, at E16.5, the cortical areas maintained their Eomes expression while
the preoptic area and the alar peduncular hypothalamus displayed a reduction in positive
neurons, due to the inactivation of Eomes transcription (Fig. 3A, B), while the alar
terminal hypothalamus maintain a higher number of positive neurons. At this stage, the
eminentio-septal stream become more robust (arrow Fig. 3B) and a numerous positive
group of neurons migrate under the interventricular foramen towards the septal territory
to populate the triangular nucleus of the septum (Fig. 3C). The alar peduncular
hypothalamus, adjacent to the prethalamus labelled with ISLET1, presented a reduced
number of positive cells when compared with previous stages (Fig. 3D). The fascicles and
tracts originated in Eomes positive territories presented a strong presence of REP protein,
we observed the corticospinal tract, fornix, stria medullaris and lateral olfactory tract (Fig.
3D).(Abbott6 and Jacobowitz7, n.d.; Puelles and Rubenstein, 2003; Alonso et al., 2020a,
2021)
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Figure 3: Eomes positives neurons at E16.5. (A, B) Sagittal sections of E16.5 embryonic
mouse Eomes™"¢ brains stained by immunofluorescence against GFP and RFP. (C, D)

mnG brains  stained by

Coronal sections of EI2.5 embryonic mouse Eomes
immunofluorescence against GFP, RFP and Islet (D). the alar peduncular hypothalamus
displayed a reduction in positive neurons (A, B), while the alar terminal hypothalamus
maintains a higher number of positive neurons. At this stage, the eminentio-septal stream
become more robust. Abbreviations: ac: anterior commissure; Cb: cerebellum; Cx: cortex;
Ob: olfactory tract; PHyA: alar part of peduncular hypothalamus; POA: preoptic alar plate;
PThE: prethalamic eminence; TH: thalamus; THyA: alar part of terminal hypothalamus;

TS: triangular septal nucleus. Scale bar: 500um.
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The eminentio-septal migratory stream was maintained postnatally with an increased
number of migrated neurons. At PO, a big number of positive neurons are already

detected in the septal territory (Fig. 4A, B).

MPO
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Figure 4: Postnatal and adult Eomes expression pattern. (A, B) Sagittal sections of PO
mouse Eomes™¢ brains stained by immunofluorescence against GFP and RFP. (C, D)
Sagittal sections of P3 mouse Eomes™ "¢ brains. (E) Sagittal section of P56 adult mouse
EomesmTnG brains stained by immunofluorescence against GFP and RFP. The eminentio-
septal migratory stream was maintained postnatally with an increased number of migrated
neurons (A-D) and in adult brain, the expression of Eomes is maintained in the olfactory
bulb, triangular nucleus of the septum, the preoptic area and in the granular layer of the
caudal lobes of the cerebellum (E). Abbreviations: ac: anterior commissure; BAC: bed
nucleus of the anterior commissure; Cb: cerebellum; Hb: habenula; IVF: interventricular
foramen; LPO: lateral preoptic area; MPO: median preoptic area; Ob: olfactory tract; sm:
stria medullaris; TS: triangular septal nucleus. Scale bar: 200um (A-D); 1000um (E).

Discussion

As it has been already described, the PThE is a special territory with a high proliferation
capacity that produce a huge number of neurons. Its location adjacent to the third
ventricle choroidal plexus present high similarities with the rombic lip in the hindbrain
(origin of the cerebellar granular neurons, the pontine neurons and the inferior olive
neurons). The fact that the PThE presents early expression of morphogenes and well
known transcription factors as well as gene markers consistent with the local generation
of glutamatergic neurons (Pax6, Tbr2, y Calb2, Tbrl, Lhx5, Trp73, Grm1, vGlut2, Tfap2a,
Gdf10, y Lhx9) in this region would confirm that this is an organizing center with high
importance in the brain (Abbott and Jacobowitz, 1999; Martinez and Puelles, 2000;
Puelles et al., 2000; Puelles and Rubenstein, 2003; Abellan et al., 2010; Shimogori et al.,
2010; Ruiz-Reig et al., 2017b; Alonso et al., 2020b). I would also act as an origin of signals
of Wnt, Fgf; Bmp gene families in the for the development of surrounding brain regions

(Adutwum-Ofosu et al., 2016).

It has been already demonstrated that complex tangential migrations are undertaken
from the PThE. Recently, it has been thoughtfully described in chick (Alonso et al., 2021)
by means of the Tbrl gene (of the same family as Eomes). In this study described three
migration phenomena that called by us the peripeduncular, juxtapeduncular and

eminentio-septal migratory streams, depending on the territories that Tbr1 positive cells
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goes into. The first currents to be detected are the peripeduncular and then the
juxtapeduncular currents with little time difference (about one day). The nuclei where
first arrived positive Tbrl cells were EA, POA and DB, and posteriorly LH and EPD.

Subsequently, eminention-septal migration cells start reaching septal territory.

In mouse, the migration into the lateral hypothalamus has been partially described
(Abbott and Jacobowitz, 1999) being placed in the mouse stage at E12.5. More recently,
the eminentio-septal migration has been nicely described (Watanabe et al., 2018b). We
aimed to fully describe the migrations using as a tool the transgenic mouse line Eormes™ "¢
with membrane-bound tdTomato and a nuclear GFP (Probst et al., 2017). A perfect tool

to follow the migration of the Eomes positive neurons originated in the PThE.

At E12.5 we already see a large number of cells in the PThE territory and at this stage we
can already appreciate the migration of cells towards the preoptic area as well as towards
the lateral hypothalamus. Subsequently, and coinciding with the results obtained in
chickens studied (Alonso et al., 2021) eminentio-septal migration appears, which in the

case of the mouse, persists even in the first postnatal stages.

These data also coincide with the first description by Abbott and Jacobowitz in 1999 of
the calretinin (CR) expression pattern and the time window of appearance of the first stria
medullaris fibers. In this study they name for the first time of a migration of LH-positive
CR cells at E12.5, the appearance of the first projection axons of the stria medullaris at
E13.5. Abbott suggests the great importance of PThE and hypothesizes possible functions
in the CNS: intraneuronal calcium buffering; action as a trophic factor during neuronal

development and action as a neuroprotective agent.

We assume there is a function associated to the expression of the Eomes gen, as we
detected in postnatal stages up to adult mice, that the gene expression was literally turned
off -except for the TS, Hb, Ob and Cb - indicating that the gen successfully played its role
and stop expressing. Due to the relevance of this data, we strongly believe that this
functional significance should be studied in depth. Being these projections excitatory in
nature (Englund etal., 2005a; Fink et al., 2006; Alonso et al., 2020a, 2021) lead us to believe

that the associated functions are of a great importance.
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Remarkably, populations projecting to the habenula through the stria medullaris appear
to receive Eomes-positive neurons migrated from the PThE region. This is a complex
process involving different nuclei changing the perspective of their relationship, adding
an extra importance to the PThE, so as the Hb receiving its projections, being this
information important for further studies on the behavioral transcendence when there is

a misfunction on those nuclei mentioned.
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