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Resumen

La Habénula es un complejo neuronal diencefalico ubicado en la parte mas dorsal
del prosémero talamico. Esta poblacién neuronal esta involucrada en el sistema
limbico, y su mal funcionamiento esta relacionado con varios trastornos de origen
psiquiatrico. El fasciculo retroflejo es su principal eferencia y constituye un vinculo
entre las regiones del prosencéfalo con las del mesencéfalo y el rombencéfalo
rostral. Estd compuesto por la zona central, donde se ubican los axones
habenulares mediales y la periferia, compuesta por axones habenulares laterales.
Ambos grupos de fibras comparten la misma trayectoria inicial y se diferencian en
el segmento final del fasciculo: los axones de la Habénula lateral desfasciculan
previamente para inervar las poblaciones dopaminérgicas de la Sustancia Negra
pars compacta y el area tegmental ventral, mientras que los de la Habénula medial
continlan su camino hacia el rombencéfalo para inervar al Nucleo
interpeduncular. Se requiere una organizacion funcional apropiada de los circuitos
habenulares con programas moleculares complejos para controlar la conectividad
de la Habénula durante su desarrollo. Sin embargo, los mecanismos que guian a los
axones habenulares hacia sus objetivos siguen siendo en su mayoria desconocidos.
El objetivo principal de la presente tesis es profundizar en el conocimiento
existente sobre el desarrollo de la Habénula, del tracto retroflejo y su trayectoria.

Para ello, hemos llevado a cabo tres proyectos independientes.

En primer lugar, demostramos el papel de la Sustancia Negra pars compacta y el
Area tegmental ventral como diana intermedia para la correcta navegacién de los
axones habenulares mediales a lo largo del eje anteroposterior. Utilizando
experimentos in vitro e in vivo, determinamos que esta navegacion es el resultado
de la atraccion realizada por Netrinl, generada por las neuronas de la Sustancia
Negra pars compacta. Esta atraccion estd mediada por el receptor DCC, que se

expresa fuertemente en los axones habenulares mediales.

En segundo lugar, estudiamos el rol del morfégeno Wntl en el desarrollo
habenular y del fasciculo retroflejo. Wntl controla la especificacion y

diferenciacién de poblaciones neuronales dorsales en el sistema nervioso central



en desarrollo. Analizamos el desarrollo de estas estructuras en un modelo de ratén
con falta de funcion Wntl. La Habénula presenta un mayor volumen debido a un
incremento en la tasa de proliferacién de neuroblastos habenulares. El fasciculo
retroflejo también presenté ciertas anomalias como fallos de fasciculacién entre
sus fibras y una trayectoria final alterada. Los territorios del mesencéfalo y
rombéncéfalo que debe atravesar el tracto estdn erréneamente diferenciados en
nuestro modelo. La alteracién de estas areas es la responsable de la desviacién

observada en los axones del fasciculo retroflejo.

Por ultimo, exploramos el comportamiento diferencial de los axones mediales y
laterales de la Habénula. Este comportamiento diferencial debe estar regulado por
moléculas de superficie presentes en los axones. Seleccionamos a la molécula
Amigo2 (molécula de adhesién con inmunoglobulina como dominio 2) como
candidata para controlar el comportamiento de fasciculacion de los axones de la
Habénula medial. Este gen se expresa de forma selectiva en la misma y su proteina
tiene la capacidad de generar complejos de unién consigo misma. Primero,
estudiamos en un modelo de ratén con falta de funcién de AmigoZ el desarrollo de
la eferencia habenular. El fasciculo retroflejo presenté un grado variable de
desfasciculacion. Posteriormente, realizamos experimentos de ganancia de
funcién, que nos permitieron generar no solo un tracto mas condensado en los
cerebros silvestres, sino también recuperar el fenotipo generado por la falta de
funcién de AmigoZ2. No se produjo ninguna modificacién en el proceso de guia de
los axones habenulares. Por lo tanto, hemos demostrado que AmigoZ2 juega un

papel en el proceso de fasciculacion del fasciculo retroflejo.

Como conclusién, en el presente trabajo hemos estudiado el sistema habenular
desde tres enfoques, por un lado, mecanismos de guia y mecanismos de
fasciculacion de su principal eferencia, el tracto retroflejo, y por otro lado la accién
del morfégeno Wntl en su especificacion neuronal. Los resultados obtenidos nos
han permitido mejorar y profundizar en el conocimiento basico de como se genera

esta estructura neuronal y como se determina su conectividad eferente.



Abstract

The Habenula is a diencephalic neuronal complex located in the most dorsal part of
the thalamic prosomere. This neuronal population is involved in the limbic system,
and its malfunction is related with several syndromes with psychiatric origin. The
fasciculus retroflexus is its main efference and constitute a link between forebrain
regions, the midbrain and rostral hindbrain. It is composed by a core, where the
medial habenular axons are located, and a shell composed by lateral habenular
axons. Both group of fibers share the same initial way and differ in the final
segment of the fascicle: axons from the lateral Habenula defasciculate before
medial ones to innervate both the dopaminergic Substantia Nigra pars compacta
and Ventral tegmental area populations, meanwhile the medial habenular axons
navigate fasciculated towards the rhombencephalon to innervate the
interpeduncular nucleus. The proper functional organization of habenular circuitry
requires complex molecular programs to control the wiring of the habenula during
development. However, the mechanisms guiding the habenular axons towards
their targets remain mostly unknown. The main objective of this thesis was to
improve our knowledge about the development of the habenula, the fasciculus
retroflexus and its trajectory. With this aim, we have developed three independent

projects.

First, we demonstrate the role of the Substantia Nigra pars compacta and Ventral
tegmental area as an intermediate target for the correct medial habenular axons
navigation along the anteroposterior axis. This neuronal population is distributed
along the anteroposterior trajectory of these axons in the mes-diencephalic basal
plate. Using in vitro and in vivo experiments, we determined that this navigation is
the result of Netrinl attraction generated by the Substantia Nigra pars compacta
neurons. This attraction is mediated by the receptor DCC, that is strongly

expressed in the medial habenular axons.

Second, we studied the Wntl morphogene role in the habenula and its main
efferent tract, the fasciculus retroflexus, development. Wntl controls the

specification and differentiation of dorsal neuronal populations in the developing



central nervous system. We analyzed these structures development in a Wnt1 lack
of function mouse model. The habenula presented an enlarged volume due to an
increment in habenular neuroblasts proliferation rate. The fasciculus retroflexus
also presented fasciculation alterations and a disturbed final trajectory towards its
target. The mid-hindbrain territories that the tract must cross were miss-
differentiated in our model. The alteration of these areas is responsible for the

fasciculus retroflexus axons misroute.

Last, we explored the differential behavior of the medial and lateral habenular
axons. This different behavior of the axonal fascicles must be regulated by surface
molecules located in the axons. We selected Amigo2 molecule (adhesion molecule
with immunoglobulin like domain 2) as a candidate to control the medial habenula
axons fasciculation behavior. This gene is selectively expressed in the medial
habenula and its protein is able to generate unions among itself. First, we studied
in an AmigoZ2 lack of function mouse model the development of the habenular
efference. The fasciculus retroflexus appeared defasciculated with a variable
phenotype. Then, gain of function experiments allowed us to generate not only a
more condensed tract but to recover the AmigoZ knock-out phenotype. Amigo2
alterations did not produce any modification in the habenular fibers guidance
process. Therefore, we have demonstrated that AmigoZ2 plays a role in the

fasciculation process of the fasciculus retroflexus.

In conclusion, in the present thesis work we have studied the habenular system
from three approaches, on one hand, guidance and fasciculation mechanisms of its
main efference, and on the other hand, the Wnt1 morphogene role in its neuronal
specification. The results obtained have allowed us to improve our basic
knowledge of how is generated this neuronal structure and how is determine its

efferent connectivity.
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Introduccion y Objetivos

1.Desarrollo del Sistema Nervioso Central

Durante el desarrollo embrionario, una serie de procesos dan lugar a los sistemas
que conforman al organismo, entre ellos el Sistema Nervioso Central. En este
sistema, los procesos que dan lugar a un cerebro formado, son: neurulacion,
vesiculacion y segmentacién, proliferacion y diferenciacion, migracién axonal vy,

por ultimo, sinaptogénesis y mielinizacion axonal.

1.1 Neurulacion

En estadios tempranos del desarrollo, el embriéon se organiza en dos capas,
hipoblasto y epiblasto (Puelles et al, 2008). De este embriéon bilaminar,
concretamente del epiblasto, se originan las tres capas embrionarias (endodermo,
mesodermo y ectodermo) a través de un proceso de movimiento y reorganizacion

celular llamado gastrulacion (Echevarria et al., 2003; Puelles et al.,, 2008).

El proceso de inducciéon neural ocurre en este estadio de gastrula. Sefales
provenientes de los organizadores primarios (el nodo, el ectodermo no neural,
endodermo y mesodermo) inducen la formacién de la placa neural en el ectodermo
(Echevarria et al., 2003; Martinez-Ferre and Martinez, 2012). Una vez formada la
placa neural, tiene lugar el proceso de neurulacién, y se forma el tubo neural.
Durante este proceso, los bordes de la placa neural se pliegan formando los
pliegues neurales para terminar fusiondndose dorsalmente y originando el tubo

neural (Figura 1; Echevarria et al., 2003).

Tubs naursl

Crasta naural

Placa neural Motacarda

Figura 1. Esquema de la formacion del tubo neural.
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1.2 Vesiculacion y segmentacion

Tras la neurulacion, hay un proceso de regionalizacion del tubo neural. En primer
lugar, esta regionalizacion tiene lugar en el eje dorso-ventral (DV) debido a la
informacion posicional que emanan los organizadores primarios (Echevarria et al.,
2003; Martinez-Ferre and Martinez, 2012). Estos organizadores son la notocorda
que produce sefales ventralizantes (Sonic Hedgehog, SHH), y el ectodermo no
neural que produce sefales dorsalizantes (Wingless-intl, WNT1 y Bone
Morphogenetic Protein, BMP; Echevarria et al., 2003; Martinez-Ferre and Martinez,

2012).

Como resultado de combinaciones de los gradientes de estas sefiales (llamadas
morfégenos) provenientes desde los diferentes organizadores, se inhibirdn o
induciran diferentes factores de transcripcién que promoveran los distintos
programas de especificacion y diferenciacion, quedando el tubo neural dividido en
4 regiones en el eje DV: la placa del suelo, las placas basales, las placas alares y la
placa del techo (Figura 2; Echevarria et al., 2003; Puelles et al., 2008; Navarro-
Garberi etal., 2016).

Figura 2. Esquema de las regiones DV del tubo neural. Abreviaturas: PA, placa alar; PB,
placa basal; PS, placa del suelo; PT, placa del techo.

La placa del techo y la placa del suelo son mas finas, al estar formadas por una
Unica capa de células epiteliales, en contraposicién, las placas basales y alares,
aumentan su espesor para dar origen a las partes neuralmente diferenciadas del
encéfalo, habiendo una diferencia funcional entre las mismas: las placas alares
daran lugar a los centros sensitivos primarios, mientras que las placas basales

originaran los centros motores primarios (Nieuwenhuys et al, 2008).
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Posteriormente, la placa del suelo (la proteina SHH induce su propia expresion en
las células del neuroepitelio de la linea media ventral) y el techo actian como
organizadores secundarios de areas cercanas (Liem et al, 1995; Roelink et al.,

1995; Hammerschmidt et al., 1996).

Por otro lado, la regionalizacién a lo largo del eje antero-posterior (AP), establece
las tres principales divisiones del tubo neural (Echevarria et al.,, 2003; Lim and
Golden, 2007; Puelles et al., 2013). Esta regionalizacion es debida a los morfégenos
que emanan de los organizadores secundarios, regiones especializadas de
neuroepitelio localizadas a lo largo del tubo neural. Los principales son tres: la
Cresta Neural Anterior (ANR), localizada en la zona mas anterior, que expresa Fgf8
(Fibroblast Growth Factor) y Shh, la Zona Limitans Intratalamica (ZLI), localizada
en el diencéfalo, que expresa Fgf8 and Shh, y el organizador istmico (IsO),
localizado en el limite entre mesencéfalo y rombencéfalo, que expresa Fgf8 y Wntl

(Figura 3; Lim and Golden, 2007; Martinez-Ferre and Martinez, 2012).

Figura 3. Representacion de los tres organizadores secundarios (ANR, cresta neural
anterior; ZLI, zona limitans intrataldmica; IsO, organizador i{stmico) a lo largo del tubo
neural y las moléculas de sefializacion producidas. Abreviaturas: Hp, prosémero
hipotalamico; IC, coliculo inferior; Is, istmo; p, prosémero; r, rombdmero; SC, coliculo
superior. Imagen modificada de Echevarria et al., 2003.

El cerebro, por tanto, queda subdividido en tres vesiculas principales:
prosencéfalo, mesencéfalo y rombencéfalo (Puelles and Rubenstein, 2003; Lim and

Golden, 2007; Martinez-Ferre and Martinez, 2012).
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Siguiendo el modelo prosomérico (que reconoce la existencia de un eje
longitudinal curvado y unas subdivisiones longitudinales y transversales), mas
tarde en el desarrollo, esas tres vesiculas se dividen en segmentos llamados
neurémeros, definidos por su expresion génica (Figura 4; Puelles and Rubenstein,
2003; Lim and Golden, 2007; Puelles et al., 2013). El prosencéfalo se divide en
prosencéfalo secundario (formado por telencéfalo, hipotalamo y vesicula éptica) y
diencéfalo. El prosencéfalo secundario se divide en dos neurémeros, la zona caudal
se conoce como prosomero hipotalamico peduncular y la zona rostral como
prosémero hipotalamico terminal (Puelles, 2019). El telencéfalo (que origina la
corteza, los ganglios basales y el hipocampo, entre otras estructuras) es una
estructura no prosomérica, y esta dividida en palio y subpalio. El diencéfalo se
subdivide en tres proséomeros (p): pl o pretectum, p2 que incluye el tdlamo y
epitalamo y p3 o pretdlamo (Puelles and Rubenstein, 2003; Lim and Golden, 2007;
Martinez-Ferre and Martinez, 2012; Puelles et al., 2013). Ademads, hay otras
estructuras en la placa basal del diencéfalo: la parte rostral de la Sustancia Negra
pars compacta (SNc) y del area tegmental ventral (VTA). El mesencéfalo se divide
en dos neurémeros llamados mesémeros (m) y el rombencéfalo en 12 neurémeros
llamados rombémeros (r), considerando que el istmo forma parte de ellos (r0; Lim

and Golden, 2007; Martinez-Ferre and Martinez, 2012; Puelles et al,, 2013).

Figura 4. Esquema representativo de las regiones del cerebro a lo largo del eje
anteroposterior, de acuerdo con el modelo prosomérico. En la primera imagen vemos
la division en las tres vesiculas (P, prosencéfalo; M, mesencéfalo; R, rombencéfalo) en el
tubo neural. Posteriormente, en el cerebro formado, se observan las subdivisiones:
prosencéfalo secundario dividido en el prosencéfalo secundario rostral (RSP) y caudal
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(CSP). El diencéfalo en sus tres prosémeros (p), ambos mesémeros (m) del mesencéfalo y
los 11 romboémeros y el istmo (Is) del rombencéfalo. Imagen modificada de Puelles et al,,
2013.

De todos los morfégenos citados anteriormente, vamos a proceder a profundizar
en la familia de proteinas Wingless-Int (WNT) por su relaciéon directa con el

presente trabajo.

Familia de proteinas WINGLESS-INT (WNT)

La familia Wnt pertenece a un grupo de genes involucrados en el desarrollo
embrionario, concretamente en el control del patréon embrionario (Ciani and
Salinas, 2005; Bengoa-Vergniory and Kypta, 2015; Brafman and Willert, 2017).
Esta familia también estd relacionada en la diferenciacién, polarizacion, y
migracion durante el desarrollo y la muerte celular programada (Ciani and Salinas,

2005; Brafman and Willert, 2017; Taciak et al., 2018).

Estos genes fueron descritos por primera vez en Drosophila melanogaster como
Wingless (wg). En mamiferos, el homdlogo es el gen intl, descrito por Nusse y
Varmus en 1982 (Ciani and Salinas, 2005; Brafman and Willert, 2017; Taciak et al.,
2018), de ahi su nombre. En mamiferos, hay 19 genes Whnt diferentes (Bengoa-
Vergniory and Kypta, 2015; Brafman and Willert, 2017), que codifican para
glicoproteinas secretables, con una palmitolacién (unién de un acido graso
palmitico) en la cisteina conservada (Ciani and Salinas, 2005; Brafman and Willert,

2017).

Estas proteinas son reconocidas principalmente por receptores de la familia de
genes Frizzled (Fzd; Wurst and Prakash, 2014; Taciak et al., 2018), pero también
por correceptores LRP (low density lipoprotein receptor-related protein family;

Brafman and Willert, 2017).

Hay dos tipos de vias de sefalizacion para Wnt, la candnica y las no candnicas
(Bengoa-Vergniory and Kypta, 2015; Brafman and Willert, 2017; Taciak et al,

2018). En la canonica (Figura 5), en ausencia de ligando Wnt, (3-catenin es
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degradada por el proteosoma debido a la ubiquitinaciéon por la destrucciéon del
complejo B-catenin, formado por Adenomatous Polyposis Coli (APC), Glycogen
Synthase Kinase 3 (GSK3), Dishevelled (DVL), y Axina. Cuando el ligando WNT se
une al receptor y correceptor, DVL se une a este complejo interrumpiendo el
complejo de destruccién. Por tanto, la -catenina se estabiliza en el citoplasma y
entra en el nucleo, donde regula la familia de factores de transcripciéon TCF / LEF
activando la transcripcion de sus genes diana (Puelles and Rubenstein, 2003; Ciani

and Salinas, 2005; Ota et al,, 2016).

Hay dos vias no canonicas, la via de polaridad celular en el plano y la via
dependiente de calcio (Puelles and Rubenstein, 2003; Ciani and Salinas, 2005). No
obstante, Wntl, el miembro de la familia que nos interesa, activa preferentemente
la via canénica (Ciani and Salinas, 2005), por lo que no entraremos en mas detalles

sobre las vias no canonicas.
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Figura 5. Via candnica de Wnt. Abreviaturas: APC, Adenomatous Polyposis Coli; DVL,
Dishevelled; GSK3, Glycogen Synthase Kinase 3; LRP, low density lipoprotein receptor-
related protein family. Imagen modificada de Ota et al., 2016.
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La sefalizacion de Wnt regula una serie de eventos de desarrollo: la conectividad
neuronal, el crecimiento axonal, la formacién de sinapsis y la morfogénesis de las
dendritas. Ademas, estos genes son esenciales para establecer el patréon AP y DV
del sistema nervioso central. Como se ha comentado previamente, la
regionalizaciéon del tubo neural depende del gradiente de WNT combinado con
otras moléculas de sefializacion. Como podemos ver en la Figura 64, se requiere un
gradiente de sefializacion WNT para la determinacién AP de la placa neural, asi
como para la regionalizacién especifica del tubo neural. En la Figura 6B, se observa
como se necesita WNT en la parte mas caudal y dorsal del diencéfalo, enrl, y en la

parte caudal del rombencéfalo (Puelles and Rubenstein, 2003).
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Figura 6. Expresion de Wnt1 a lo largo de la placa neural en desarrollo (A) y el tubo
neural en formacion (B). Abreviaciones: SP, prosencéfalo secundario; D, diencéfalo; M,
mesencéfalo; Is, istmo; r, rombémero; sc, médula espinal. Imagen modificada de Brafman
etal, 2018.

Algunos estudios muestran que la sefializacion de Wnt actia junto a otras
moléculas de seinalizacion. Es requerida para la formaciéon posterior del tubo

neural, y para la especificacion del prosencéfalo y telencéfalo (Brafman and Willert,

2017).

Wnt1 juega, ademas, un papel crucial en el desarrollo del rombencéfalo y el

mesencéfalo, estructuras que se ven gravemente comprometidas en ausencia de
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este morfogeno. De hecho, los ratones mutantes presentan pérdidas de estructuras

mesencefalicas y cerebelares (Puelles et al.,, 2013; Wurst and Prakash, 2014).

Es también necesaria para la inducciéon del limite entre mesencéfalo y
rombencéfalo, que supone un centro de organizacién clave (Ciani and Salinas,
2005; Brafman and Willert, 2017). En este caso, actta junto con Fgf8 regulando la
funciéon de este organizador secundario (Brafman and Willert, 2017). Wnt1 se
expresa en la parte dorsal y es necesaria para mantener la expresion de Fgf8. Esta
molécula es esencial para la induccién del mesencéfalo y el cerebelo (Ciani and
Salinas, 2005). Ademas, se ha observado que Wntl es responsable de la
regionalizacion del diencéfalo siendo también expresado a lo largo de esta region
hasta el limite p2/p3. En efecto, en ausencia de Wnt1, se observan alteraciones en
las estructuras diencefalicas a consecuencia de un inapropiado patrén DV de
sefializacion (Navarro-Garberi et al, 2016). Se ha demostrado también, la
influencia de Wntl1 en la regulaciéon del proceso de proliferacion (Lewis et al,,

2013), que pasa a detallarse a continuacién.

1.3 Proliferacion y diferenciacion

La placa neural y el tubo neural temprano estdn constituidos por un epitelio
pseudoestratificado (1 Unica capa de células). Todas las células estan en contacto
con la superficie superior (pial) e inferior (ventricular), pero sus nicleos no estan a
la misma altura. Esto ocurre debido a que las células se encuentran
asincronicamente en diferentes estadios del ciclo mitético y mueven
constantemente su nucleo de un lado a otro, estando las células en reposo en la
superficie pial y las que van a proceder a dividirse en la superficie ventricular

(Nieuwenhuys et al., 2008).

En un primer periodo de division, el neuroblasto se divide en dos neuroblastos
idénticos (division simétrica), formando una estructura entre los ventriculos y la
superficie pial llamada matriz proliferativa. Esta division simétrica provoca un
entorno proliferativo y el aumento en el tamafio del tubo neural (etapa 2-4 en

Figura 7).
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Tras este primer periodo, se produce otro de divisiébn asimétrica. Una vez
alcanzado el nivel adecuado de proliferacién, los neuroblastos, influenciados por la
concentracion de los diferentes morfogenos explicados previamente y otros
factores de transcripcion, inician el proceso de especificacién/diferenciacion
mediante una divisién asimétrica, generando un neuroblasto y una célula diferente
que escapa de esa matriz proliferativa. Estas son las llamadas células posmitéticas

o neuronas inmaduras, que conforman la capa del manto (etapa 5 en Figura 7).

Por ultimo, se produce una ultima divisién simétrica con las que acaba el ciclo
germinativo de la matriz. Esta vez se generan dos células hijas diferentes de la
parental: dos células postmitéticas neuronales o gliales, disminuyendo el niimero
de neuroblastos y el tamafio de la matriz proliferativa (Figura 7; Nieuwenhuys et
al,, 2008).
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Figura 7. Histogénesis de la pared del tubo neural. Se subdivide en etapas que
comprenden los diferentes eventos del desarrollo: transformacién de epitelio de una sola
capa a pseudoestratificado (etapa 1 a etapa 4), aumento (etapa 2 a etapa 4), culminaciéon
(etapa 5), disminucién (etapa 5 a etapa 7) y deplecidn (etapa 8) de la capa de la matriz;
aparicién (etapa 3) y desarrollo (etapa 3 a etapa 9) de la capa marginal; aparicion (etapa
5) y expansion (etapa 5 a etapa 9) de la capa del manto; y para terminar, aparicién de la
capa subventricular (etapa9). Imagen modificada de Nieuwenhuys et al., 2008.

El control genético de este proceso es muy importante, puesto que cada zona tiene

un patrén de proliferacién diferente, produciéndose el crecimiento diferencial de
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las regiones y la formacién de las curvaturas del eje del tubo neural (Nieuwenhuys

etal., 2008).

1.4 Migracion neuronal

Las neuronas, tras nacer, deben desplazarse desde su lugar de nacimiento hasta su

destino final.

Existen dos tipos diferentes de migracion neuronal embrionaria (Figura 8): la
migracion radial, en la que las células viajan radialmente desde el ventriculo
(lumen) hasta la superficie pial; y la migracién tangencial, en la que las células
viajan paralelas a la superficie pial. Algunas células sufren unicamente procesos de
migracion radial, otras, sin embargo, desarrollan procesos combinados (Moffat et
al,, 2015).

La migracién radial se produce gracias a las células de la glia radial, que nacen en
zonas ventriculares y manteniéndose unidas se extienden hasta la zona marginal,
region mas externa del tubo. Esta disposicién les confiere la funcién de un
andamiaje que sirve de guia para ayudar a las neuronas migratorias a viajar desde
la zona ventricular a través de las diferentes capas de manto, hasta su destino final.
Como ejemplo, las células piramidales sufren este tipo de migracion para alcanzar
su posicién final en la corteza, tras nacer en la superficie ventricular. Estas células
migran, por tanto, "de adentro hacia afuera”, por lo que las células piramidales

nacidas de forma mas tardia, son las mas superficiales (Moffat et al., 2015).

Si existiese solo la migracién radial cada estructura del tubo neural solo podria
estar formada por un tipo celular que naceria en una regién especifica de la matriz
cerca del ventriculo. Su combinacién con la migracién tangencial permite la
formacién de estructuras morfolégicas mas complejas, compuestas por

progenitores de diferentes zonas y con diferentes caracteristicas.

28



Introduccién y Objetivos

En el pasado, se pensaba que solo habia unos pocos casos de estructuras formadas
por células de zonas distantes que necesitan procesos de migracion a larga
distancia. Pero, con el tiempo, cada vez mas estudios describen procesos de
migracion tangencial de determinadas neuronas que necesitan estos procesos para
formar una estructura nuclear especifica (Moffat et al., 2015; Villar-Cervifio et al.,

2015).

Migracion radial

Migracion tangencial
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Figura 8: Esquema representativo de los tipos de migracion neuronal embrionaria.
Migracion radial: En este caso, las células piramidales viajan radialmente desde la zona
ventricular a través de diferentes capas hasta su posicion final en la corteza, con la guia de
las células de la glia radial. Migracién tangencial: En este caso, las interneuronas viajan
paralelas a la superficie pial a través de una sola capa de la corteza. Abreviaturas: MZ, zona
marginal, CP, placa cortical; 1Z, zona intermedia; SVZ, zona subventricular; VZ, zona
ventricular; RGP, progenitores de la glia radial; MGE, eminencias ganglionares mediales;
LGE, eminencias ganglionares laterales; Str, Estriado. Imagen modificada de Moffat et al.,
2015.
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1.5 Guia axonal:

La correcta funcién del sistema nervioso depende directamente de la adecuada
formacion de sus circuitos neuronales (Giger et al., 2000), por tanto, la navegacion
neuronal durante el desarrollo del sistema nervioso es crucial para que se pueda
establecer el orden celular y las conexiones de manera apropiada (Song and Poo,
2001). Durante el desarrollo, los conos de crecimiento localizados en los extremos
de los axones avanzan por la matriz hasta encontrar la célula diana con la que
establecer la sinapsis (Giger et al., 2000), proceso que requiere de moléculas guia,
receptores de superficie y vias de transducciéon de la sefial que lleven a una

reorganizacion del citoesqueleto (Song and Poo, 1999, 2001).

Durante la prolongacion del cono de crecimiento, estos axones encuentran su
camino gracias a la accién de moléculas de guia axonal que se encuentran en el
ambiente extracelular o en la membrana de otros axones y que tienen un efecto de
repulsion o atraccidn del cono de crecimiento. Ademas, esta sefializacion puede ser
por contacto, si se trata de proteinas con un dominio transmembrana, ancladas a
ella o localizadas en la matriz extracelular; o bien, sefalizacién en forma de
gradiente si se trata de proteinas secretadas (Figura 9; Tessier-Lavigne and
Goodman, 1996; Giger et al.,, 2000; Song and Poo, 2001; Dickson, 2002; Schmidt et
al,, 2014).
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Figura 9. Esquema de los diferentes tipos de sefiales de guia axonal: de largo alcance y de
corto alcance y, dentro de cada categoria, de atracciéon o repulsion (Kolodkin and Tessier-
Lavigne, 2011).
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Para que una molécula pueda ser considerada como factor de guia axonal debe
cumplir una serie de caracteristicas: debe ser expresada o secretada en el
momento adecuado y el lugar adecuado, aportando informacién temporal y
espacial; su eliminacién o la de su receptor debe provocar errores en la navegaciéon
axonal y su expresion en cultivos celulares debe ser suficiente para la atraccién o la

repulsion de sus neuronas diana en co-cultivo (Song and Poo, 2001).

Las familias de moléculas de guia axonal mas relevantes y que cumplen todas estas
caracteristicas son 4: Slits, Efrinas, Semaforinas y Netrinas (Tessier-Lavigne and
Goodman, 1996; Song and Poo, 1999, 2001; Giger et al., 2000; Dickson, 2002;
Sahay et al,, 2003; Kolodkin and Tessier-Lavigne, 2011).

Familias de moléculas de guia axonal:

o Slits

Las SLITS son una familia de proteinas de gran tamafo que se unen al
receptor Roundabout (ROBO), su funcién mas estudiada es su rol en la
correcta formacion del quiasma 6ptico (Dickson, 2002). Estas proteinas son
quimiorepelentes de la linea media y se unen a los receptores Robo
presentes en el cono de crecimiento axonal (Song and Poo, 1999). Ademas
del receptor Robo, también existe el receptor Commisureless (COMM;

Chilton, 2006).
e Semaforinas (Sema)

Se trata de una familia de genes que codifican para proteinas tanto
difusibles como transmembrana o asociadas a proteinas G que actiian como
moléculas de repulsion del cono de crecimiento tanto de largo como de
corto alcance (Tessier-Lavigne and Goodman, 1996; Giger et al., 2000;

Dickson, 2002).

Esta familia se caracteriza por presentar un dominio sema de unos 500

aminoacidos y sus miembros se dividen en 8 clases, de la 3-7 las

31



Introduccién y Objetivos

32

encontramos en vertebrados (Dickson, 2002) y las Sema3 (A - G) son las
mas importantes en lo que se refiere a guia axonal (Kolodkin and Tessier-
Lavigne, 2011). Actian como potentes repelentes para el cono de
crecimiento (Giger et al., 2000) en neuronas motoras, sensoriales, olfatorias

y del hipocampo (Chilton, 2006).

Los receptores para las Sema3 son las neuropilinas (NPN) de las que hay
dos formas: NPN1 y NPN2 (Giger et al., 2000; Dickson, 2002) y las plexinas,
por lo que la sefalizacion de las semaforinas es a través de receptores
complejos (Dickson, 2002) en los que también puede participar la molécula

de adhesion celular (CAM) transmembrana L119.

NPN2 es esencial para la sefializacién de Sema3F que tiene un papel
importante en el desarrollo del tracto retroflejo, ademas, se ha visto que
una deplecién de este receptor lleva a un embrién no viable que muere en la

segunda semana de gestacion (Giger et al., 2000).
Efrinas

Se trata de moléculas de guia axonal ancladas a la membrana cuya funcién
mas estudiada es la guia de la migracién de los conos de crecimiento de los

axones de la retina (Song and Poo, 2001).

Encontramos dos clases, ephrin-As que estan ancladas a la membrana por
GPI (Glycosylphosphatidylinositol) y se unen a receptores EphA y ephrin-Bs
que tienen un dominio transmembrana y se unen a los receptores EphB.
Ambos receptores son de tipo tirosina-quinasa (Dickson, 2002; Chilton,

2006).

En estas moléculas de guia axonal puede haber sefializacién reversa del

receptor al ligando o del ligando al receptor (Dickson, 2002).
Netrinas (Ntn)

Se trata de una familia de moléculas difusibles de unos 600aa y sus

receptores son DCC (Deleted in colorrectal cancer), DSCAM (Down's
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syndrome Cell Adhesion Molecule) y Unc5 (Tessier-Lavigne and Goodman,
1996; Song and Poo, 1999; Ly et al.,, 2008; Kolodkin and Tessier-Lavigne,
2011).

Tradicionalmente, ha sido descrita como una molécula de guia bifuncional
de largo alcance, ya que, su funciéon depende del receptor que exprese el
axon que las reconozca. Son quimioatrayentes si se unen a DCC/ DSCAM (Ly
et al., 2008; Liu et al., 2009) o quimiorepelentes si lo hacen a Unc, aunque en
este caso también participa DCC (Chilton, 2006; Kolodkin and Tessier-
Lavigne, 2011).

Sin embargo, actualmente este modelo de sefializacion “de largo alcance”,
requiere otro planteamiento, al haberse demostrado el rol de NTN en la
adhesion axonal por gradientes quimioatrayentes y en procesos de
sefializacion de contacto llamados “haptotaxis” (Dominici et al, 2017;
Varadarajan et al,, 2017). Por tanto, considerando la variedad de receptores,
de funciones y el hecho de que NTN puede ser modulada por factores
ambientales, se necesita proponer un nuevo modelo que considere todas
estas variables. Ha sido planteado el término “adhesiéon condicional”, un
proceso dindmico que permite que las células se adhieran y desprendan
localmente, lo que, junto con los movimientos en el citoesqueleto, puede
dirigir una célula migratoria a lo largo de un gradiente de NTN (Meijers et

al, 2020).

Como se ha descrito, muchas de las moléculas que actian como moléculas de guia

axonal son bifuncionales, es decir, actian de repelentes o atrayentes segun el

receptor al que se unan o la concentracion de segundos mensajeros que haya en la

sefializacion intracelular (Tessier-Lavigne and Goodman, 1996; Song and Poo,

Existen fuertes evidencias de que otras moléculas o factores relacionados con el

desarrollo embrionario del sistema nervioso también pueden ser reguladores

clave del comportamiento del cono de crecimiento como morfégenos, moléculas de

adhesion celular, factores de crecimiento y moléculas de la matriz extracelular

(Song and Poo, 1999; Chilton, 2006).
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De este modo podemos decir que no actda una sola sefial de forma individual, sino
que hay una combinacién de sefiales que llevan a una respuesta adecuada del cono
de crecimiento. Este también puede variar su sensibilidad a determinadas sefiales
variando la concentraciéon de mensajeros secundarios, participando asi, de forma
activa en la migracién neuronal y no solo respondiendo pasivamente a las senales

que le llegan (Chilton, 2006).

Los morfégenos, cdmo se ha explicado, son moléculas que sirven como sefiales
posicionales durante el desarrollo embrionario pero, se ha visto, que también
pueden actuar como moléculas de guia axonal (Charron and Tessier-Lavigne, 2005;
Chilton, 2006). Se han descrito estos procesos en los morféogenos Wnt, Shh y BMP
en los que participan como moléculas de guia axonal (Kolodkin and Tessier-
Lavigne, 2011; Kim and Kim, 2020). En el caso de Wnt, por ejemplo, actiia como
molécula de guia axonal de atraccién a través de su receptor Fzd estableciendo un
gradiente antero-posterior que permite un giro de 90°de los axones comisurales
tras haber cruzado la linea media (Lyuksyutova et al., 2003; Hollis and Zou, 2012;
Kim and Kim, 2020).

Dianas intermedias

Algunas proyecciones axonales tienen que viajar largas distancias para alcanzar
sus objetivos finales. En algunos tractos, como las proyecciones talamocorticales,
los axones pioneros usan dianas intermedias para su correcta guia (Garel and

Lopez-Bendito, 2014).

Estas dianas intermedias se colocan estratégicamente a lo largo del camino y
producen las sefiales necesarias para la correcta navegacion de los axones en
crecimiento. Por lo tanto, una trayectoria compleja se divide en mas simples y

cortas, en las que los axones navegan de un objetivo intermedio a otro.
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Fasciculacion

La fasciculacién homotipica (entre axones del mismo tipo de neuronas) y
heterotipica (entre axones de neuronas de diferentes tipos) facilita la formacién de
tractos en ruta hacia un objetivo comin o entre regiones cerebrales
interconectadas (Spead and Poulain, 2020). Se ha demostrado la importancia de
las interacciones entre el axon pionero y los nacidos mas tarde en la adhesion y
fasciculacion entre los axones mientras navegan hacia su objetivo (Whitlock and
Westerfield, 1998; Pittman et al., 2008; Okumura et al, 2016). Los axones que
nacen mas tarde, cambian notablemente su ruta y adoptan un comportamiento
“lider” tras la ablaciéon de los axones pioneros, lo que sugiere una interaccién
directa entre los axones pioneros y los nacidos tras ellos, con estos ultimos
fasciculandose y navegando a lo largo de los axones pioneros. Ambos tipos de
fasciculacion estdn mediados tanto por moléculas de adhesién, como por
moléculas de guia axonal, por lo que, en general, las interacciones entre los axones
se ven facilitadas por el orden de nacimiento de las células, la expresion de las
moléculas de adhesion y las vias de sefializacion conservadas que median la
fasciculacién adecuada a medida que los axones se alargan hasta su objetivo (Smit

etal., 2017).

Tras la llegada de los axones a su destino final, daran lugar los procesos de

sinaptogénesis y mielinizacion.
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2. La Habénula y el fasciculo retroflejo

2.1 Elsistema limbico

El sistema limbico es un sistema complejo, consistente en un conjunto de
poblaciones neurales localizadas en todos los segmentos cerebrales: la amigdala, el
hipocampo, la corteza cingular, el nucleo septal y el hipotalamo en el prosencéfalo
secundario, el tdlamo y el complejo habenular en el diencéfalo, la SNc, el VTA, la
sustancia gris periacueductal y la formacion reticular en el mesencéfalo, y por
ultimo, el complejo del rafe, el locus cerdleo y la formacién reticular en el

rombencéfalo (Nieuwenhuys et al., 2008).

Las interconexiones entre las mismas juegan un papel fundamental en la emocién,
la cual estd compuesta por funciones tales como el comportamiento social,
sentimientos sociales e intersociales o aspectos del comportamiento psicolégico.
Sin embargo, las emociones no son la unica funciéon de las diversas areas limbicas,
muchas relacionadas con procesos cognitivos basicos como son las sensaciones, el
grado de percepcion, la atencion o la consolidaciéon de la memoria (Roxo et al,,

2011).

Alteraciones menores en la especificacion de los subtipos neuronales o en su
conectividad, podrian desembocar en multiples sindromes o patologias
relacionadas con el sistema limbico. Estas comprenderian las enfermedades
mentales tales como depresion, esquizofrenia, adicciones, etc. y alteraciones del
desarrollo que incluirfan dificultades en el aprendizaje, motivacién, circuito de
recompensas, dolor o problemas de memoria (Aizawa et al., 2011; Fakhoury, 2017;

Duman et al., 2019; Hu et al., 2020; Nikolenko et al., 2020; Biihler and Carl, 2021).

2.2 El complejo de la Habénula (Hb)

La Hb es un nucleo bilateral que se encuentra a ambos lados de la linea media, en la

parte mas dorsal del prosémero taldmico o p2. Junto con la glandula pineal y la
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estria medular (sm) forma el denominado epitalamo (Hikosaka, 2010; Schmidt and

Pasterkamp, 2017; Zahm and Root, 2017).

Se trata de un nucleo bilateral filogenéticamente conservado (Schmidt and
Pasterkamp, 2017; Zahm and Root, 2017) sin embargo, en algunas especies, entre
las que se encuentran los peces, es una estructura asimétrica, presentando
diferencias izquierda-derecha, tanto en el tamafio, como en la organizacién

neuronal, neuroquimica y conectividad.

En los teledsteos, y concretamente, en el pez cebra (ampliamente usado como
modelo animal en investigacion), el nticleo izquierdo se presenta de mayor tamafio
que el derecho y posee una mayor densidad de neuropilo (Concha and Wilson,
2001). Ademas, difieren también en su conectividad. Ambas Hb proyectan hacia el
nucleo interpeduncular (Ip) a través del fr izquierdo y derecho, pero los axones de
la Hb izquierda llegan a la region mas dorsal, mientras que los de la derecha

conectan con la region ventral (Villalén et al., 2012).

Respecto a su estructura, el nucleo dorsal de la Hb en los peces se corresponde con
el medial en mamiferos y el ventral en teledsteos con el nicleo lateral en

mamiferos seglin su expresion génica (Biihler and Carl, 2021).

Centrandonos en los mamiferos, la Hb tiene dos subnicleos principales, la
Habénula medial (mHb) y la Habénula lateral (IHb; Figura 10) que difieren en su
conectividad, caracteristicas neuroquimicas y funciones relacionadas, siendo el
nucleo lateral el mas grande en superficie (Schmidt and Pasterkamp, 2017; Zahm
and Root, 2017; Roman et al., 2020) pero el que cuenta con menor densidad

neuronal (Hashikawa et al., 2020; Wallace et al., 2020).

Esta organizacion original ha sido fuertemente subdividida en diferentes
subpoblaciones definidas por transcriptémica (expresion génica). De forma que, la
IHb, queda dividida en nueve subpoblaciones, y la mHb en seis, mas una pequefia

subpoblacidn intercalada llamada Hbx (Wagner et al., 2014, 2016)
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Figura 10. Amplificacion del niicleo habenular en una seccién coronal de cerebro de

raton adulto. Imagen modificada del Allen brain atlas.

La 1Hb esta dividida en una porciéon medial (IHbm) y una lateral (IHbl). La IHbm
estd compuesta del subnucleo parvocelular de la division medial de la 1Hb
(IHbmpc), el subnucleo central de la division medial de la 1Hb (IHbmc), el
subnucleo superior de la division medial de la 1Hb (lHbms), y el subnucleo
marginal de la division medial de la IHb (IHbmmg). La IHbl puede ser subdividida
en el subntcleo marginal de la divisiéon lateral de la IHb (IHblmg), subnucleo
parvocelular de la division lateral de la IHb (IHblpc), el subnicleo magnocelular de
la division lateral de la IHb (IHblmc), el subntcleo basal de la divisién medial de
IHb (IHblb), y el subnicleo oval de la divisién lateral de la IHb (IHblo). Al mismo
tiempo, la mHb esta también dividida en una parte medial (mHbm) y una lateral
(mHbl). La parte medial estd compuesta por el subnucleo intermedio de la mHb
(mHbim), el subntcleo superior de la mHb (mHbs), y el subnicleo medial de la
parte ventral de la mHb (mHbvm). Mientras, la mHbl esta compuesta del subntcleo
central de la parte ventral de la mHbl (mHbvc), el subnticleo dorsal de la mHbl
(mHbd), y el subntcleo lateral de la parte ventral de la mHbl (mHbvl). Hay también
una pequefia regidon intercalada denominada Hbx que estd compuesta
principalmente por tractos de fibras (Figura 11; Wagner et al., 2016) y cuyo perfil

transcriptémico la asemeja mas a la IHb que a la mHb (Hashikawa et al., 2020).
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Figura 11. Representacion esquematica de los diferentes subniicleos habenulares
definidos por Wagner et al, 2016. Imagen adaptada del propio articulo.

Estas subdivisiones han sido simplificadas pero corroboradas por experimentos de
secuenciacion de ARN en células individuales del conjunto de la Hb (Pandey et al.,

2018; Hashikawa et al., 2020; Wallace et al., 2020).

La mayoria de las neuronas de IHb son glutamatérgicas (Li et al.,, 2011; Stamatakis
and Stuber, 2012). Ademads, existe una pequefia poblacién de interneuronas
gabaérgicas inhibidoras y colinérgicas (Bianco and Wilson, 2009; Batalla et al,,

2017).

La mayoria de neuronas de la mHb son colinérgicas, y en una menor proporcidn,
peptidérgicas (neuropéptido P; Contestabile and Fonnum, 1983; Artymyshyn and
Murray, 1985). Esta via neuronal esta altamente conservada en varias especies
(Broms et al.,, 2015), sin embargo, los resultados de diversos estudios, sugieren
que, al menos en ratones, también el glutamato se usa como neurotransmisor junto

a la acetilcolina y sustancia P (Figura 12; Qin and Luo, 2009).
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2.3 Desarrollo del nucleo habenular

El correcto desarrollo y circuiteria de los nucleos habenulares es esencial para
mantener sus funciones intactas. Los programas moleculares que controlan la
morfogénesis y la conectividad de la Hb en desarrollo son complejos (Schmidt and

Pasterkamp, 2017).

Como se ha explicado anteriormente, el tubo neural sufre una segmentacién AP
que da como resultado unos segmentos denominados neurémeros que daran lugar
a las distintas regiones cerebrales con caracteristicas histogenéticas propias. El
nucleo habenular es parte del diencéfalo (Schmidt and Pasterkamp, 2017; Puelles,
2019). Esta estructura esta formada por tres prosémeros p3, p2 y pl (Puelles,
2019; Roman et al, 2020). La Hb deriva de la placa alar de p2 o prosémero
taldmico (Martinez-Ferre and Martinez, 2012), un dominio definido por la
expresion de determinados factores de transcripcidon. Fgf8 es un morfogeno
importante en el control de la diferenciacién y proliferacion de progenitores
habenulares (Regan et al., 2009). Ademas, varios estudios reportan evidencia del
requerimiento de la via Wnt en el desarrollo de la Hb (Beretta et al., 2013; Hiisken
and Carl, 2013; Kuan et al,, 2015; Schmidt and Pasterkamp, 2017; Guglielmi et al,,
2020; Roman et al., 2020). El estudio del rol de Wnt en la formacién de la Hb y el ft,

constituye uno de los principales objetivos de este trabajo.

2.4 Conectividad del nucleo habenular

La Hb de los mamiferos constituye una estacion de relevo de informacidén entre el
prosencéfalo secundario y el mesencéfalo y rombencéfalo (Schmidt and
Pasterkamp, 2017). Es uno de los componentes del sistema de conduccion dorsal
diencefalico, sistema altamente conservado que une el prosencéfalo con el sistema
monoaminérgico (Zahm and Root, 2017; Fakhoury, 2018; Roman et al.,, 2020). Este
sistema proyecta a través de la sm a la Hb, que proyecta a través del fr al Ip en el
rombencéfalo y a los nicleos monoaminérgicos en el diencéfalo, mesencéfalo y

rombencéfalo (Zahm and Root, 2017).
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La Hb recibe inputs, por tanto, desde areas limbicas rostrales con diferentes
funciones a través de la sm. Esas areas son: el nucleo triangular del septum y el
nucleo septofimbrial involucrados en el placer y la motivacién, el hipotdlamo
lateral con un rol descrito en dolor, algunas regiones de la corteza frontal (toma de
decisiones) y diversos ntcleos (palido, estriado, amigdala) implicados en el control
motor y conductual (Hu et al.,, 2020; Roman et al., 2020). Los inputs del septum
llegan a la mHb y sus outputs al nucleo Ip. Los inputs del hipotadlamo y los ganglios
basales llegan a la IHb, y sus outputs inervan los nucleos monoaminérgicos
(sistemas dopaminérgicos y serotoninérgicos) localizados en el diencéfalo,
mesencéfalo y rombencéfalo (Viswanath et al., 2014; Zahm and Root, 2017; Roman
et al,, 2020). La banda diagonal de Broca (DBB) y el area lateral predptica (LPO),
inervan ambas Hb (mHb and IHb; Hikosaka, 2010; Hu et al.,, 2020).

Una vez esos inputs son integrados en la Hb, sus fibras eferentes confluyen para
formar el fr. Este tracto se encuentra dividido en dos partes concéntricas, el centro
de los axones de la mHb y la capa externa de los axones de la IHb (Roman et al,,
2020). Las fibras mediales inervan el nicleo Ip mientras que los axones de la IHb
inervan areas monoaminérgicas, como el ntcleo tegmental rotromedial (RMTg), la
SNc y el VTA en el diencéfalo y mesencéfalo (involucradas en el sistema de
liberacién de dopamina). Mientras tanto, los axones del nuicleo Ip proyectan hacia
los nucleos medianos y dorsal del rafe, involucrados en la liberacién de serotonina
(Figura 12). Este tracto también tiene proyecciones ascendentes desde las SNc

hacia la IHb (Hikosaka, 2010; Loonen and Ivanova, 2016; Mathuru, 2018).

Se ha postulado que la Hb actiia como un vinculo entre el prosencéfalo y estas
regiones del mesencéfalo y del rombencéfalo que participan en la regulacion de los
comportamientos  emocionales mediante la  modulacién de estos
neuromoduladores que son esenciales para las actividades motoras y mentales

normales (Hikosaka, 2010).
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Figura 12. Conectividad neuroquimica de los miicleos habenulares. La imagen
muestra las principales aferencias y eferencias de los ntcleos habenulares y las
caracteristicas neuroquimicas de sus nucleos principales (mHb y 1Hb). DBB, Banda
diagonal de Broca; LPO: area lateral predptica; mHb, Habénula medial; IHb, Habénula
lateral; Ip, nudcleo interpeduncular; RMTg, nicleo rostromedial tegmental; SNc, substantia
negra pars compacta; VTA, area tegmental ventral. Imagen adaptada de Hikosaka et al,,
2010 y Loonen and Ivanova.,2016.
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2.5 Funcion del nucleo habenular

En el pez cebra, se ha relacionado la Hb funcionalmente con el aprendizaje, el
comportamiento social y la atenciéon (Nakajo et al., 2020; Okamoto et al., 2021);
toma de decisiones (Cherng et al., 2020); reacciones aversivas (Amo et al., 2014);
miedo y ansiedad (Agetsuma et al, 2010; Jesuthasan, 2012; Mathuru and
Jesuthasan, 2013; Okamoto et al, 2021); y comportamientos de “indefension

aprendida” (Lee et al., 2010).

En mamiferos, existe una amplia variedad de estudios funcionales del sistema
habenular, que utilizan lesiones, estimulaciones eléctricas (Klemm, 2004;
Lecourtier and Kelly, 2005, 2007) y optogenética para desentrafar sus funciones.
Debido a sus proyecciones a través de los nucleos mes-diencefalicos
monoaminérgicos, la Hb tiene un importante rol en su regulaciéon. Este hecho
implica a la Hb en la regulaciéon de comportamientos relacionados con el circuito
de recompensa (ver para revision: Hikosaka et al., 2008; Hikosaka, 2010; Batalla et
al, 2017; Fakhoury, 2018), tales como la toma de decisiones (Hong and Hikosaka,
2008; Koppensteiner et al., 2016; Otsu et al.,, 2018; Li et al., 2021); la evitacién de
estimulos aversivos (Matsumoto and Hikosaka, 2007, 2009; Salas et al., 2010;
Schmidt and Pasterkamp, 2017; Hu et al,, 2020), la modulacién del dolor (Roman et
al,, 2020) y la actividad motora (Gifuni et al., 2012; Otsu et al., 2018).

Ademas, se ha relacionado con diferentes patologias mentales tales como la
depresion, la esquizofrenia y la drogadiccidn, algunos trastornos como el
Trastorno del Espectro Autista y con algunas enfermedades neurodegenerativas
como la enfermedad de Parkinson (Hikosaka, 2010; Benarroch, 2015; Fakhoury,
2017; Schmidt and Pasterkamp, 2017; Hu et al., 2020; Roman et al, 2020;
Vickstrom et al., 2020; Biihler and Carl, 2021).

En el esquema representado en la Figura 13 se observa un resumen de las

funciones y patologias relacionadas clasificadas segun el nucleo afectado.
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Figura 13. Resumen de las funciones y patologias relacionadas con la Hb clasificadas
segln el nucleo afectado (mHb o 1Hb). Basado en Benarroch, 2015; Roman et al,, 2020; y
Biihler and Carl, 2021.

2.6 Elfasciculo retroflejo (fr)

Como se ha comentado anteriormente, ambos nucleos habenulares proyectan a
través del fr. Los axones de la mHb ocupan el centro del tracto, mientras que los de
la IHb la superficie del mismo (Herkenham and Nauta, 1979; Ichijo and Toyama,
2015). Esta organizacion estd acompafiada de un comportamiento diferencial

durante su trayectoria.

2.7 Trayectoria del fr en el contexto del paradigma prosomérico

La trayectoria del fr es compleja, teniendo sus axones que tomar diferentes
decisiones clave durante su desarrollo. En primer lugar, el tracto viaja dentro de p2

desde la Hb de forma paralela al limite p2/p1 en direccién DV hacia la placa basal.
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Llegados a este punto, el tracto evita penetrar en la placa del suelo y cambia su
direccion, navegando en el eje AP. En este punto los axones de la mHb y los de la
IHb, adoptan comportamientos diferentes: mientras los axones de la IHb
desfasciculan para inervar los nticleos monoaminérgicos tanto del diencéfalo como
del mesencéfalo (Hikosaka, 2010; Moreno-Bravo et al., 2016), los de la mHb siguen
viajando a través de la placa basal del diencéfalo, mesencéfalo y el istmo (Moreno-
Bravo et al.,, 2016), donde alcanzan el r1 y cruzan la linea media del suelo varias
veces formando un patréon caracteristico en forma de ocho antes de inervar el
nucleo Ip (Figura 14; Ramén y Cajal, 1909; Moreno-Bravo et al., 2016; Schmidt and
Pasterkamp, 2017).
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Figura 14. Trayectoria del fr en el contexto del modelo prosomérico. A: Vista lateral
de un tubo neural esquematizado mostrando la trayectoria del fr y la inervacién de los
territorios diana de los axones de la IHb (rojo) y la mHb (verde). B: Representacion de un
tubo neural con la flexura cefalica mostrando la trayectoria del fr y la inervacién de los
territorios diana de los axones de la 1Hb (rojo) y la mHb (verde). Abreviaturas: p,
prosémero; Is, istmo; r, rombémero; SNc, sustancia negra pars compacta; Ip, Nucleo
interpeduncular. Imagen modificada de Moreno-Bravo et al,, 2016.

2.8 Guia axonal del fr en desarrollo

Mientras estan creciendo, los axones siguen moléculas de sefializacion que
establecen rutas especificas para alcanzar sus dianas. Estas moléculas de

sefializacidn pueden ser atractivas o repulsivas y pueden actuar por contacto o ser
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secretadas en forma de gradiente de sefializacion (Tessier-Lavigne and Goodman,

1996; Kolodkin and Tessier-Lavigne, 2011).

La caracteristica trayectoria del fr, previamente explicada, presenta una serie de
decisiones claves durante su desarrollo (Moreno-Bravo et al, 2016) poco
estudiadas por el momento. En primer lugar, el cono axonal crece gracias a la guia
de moléculas expresadas en los neurémeros adyacentes. Crece desde la Hb,
recorriendo de forma paralela al limite entre p1/p2 (Aizawa et al,, 2011; Schmidt
and Pasterkamp, 2017) gracias a una fuerte expresion de SEMA3F en p1 y SEMASA
en p2, moléculas de guia repulsivas reconocidas por NPN2 receptor expresado en
los axones de la mHb (Funato et al, 2000; Kantor et al, 2004). Gracias a esas
moléculas, y a senales atractivas de NTN1 reconocidas por el receptor DCC
expresado en los axones de la mHb (Aizawa et al., 2011; Schmidt and Pasterkamp,
2017), el tracto viaja fasciculado hasta alcanzar la placa basal (Figura 154; Funato

et al., 2000; Schmidt and Pasterkamp, 2017; Roman et al., 2020).

Llegados a este punto de la trayectoria, el tracto no penetra la placa del suelo
debido a la sefializacion repulsiva de Slit2 mediada por Robol expresados en los

axones de la mHb (Figura 15B; Moreno-Bravo et al., 2016; Roman et al., 2020).

Praasredaba Prosencéfalo
sncuinc s s urdaris

Figura 15. Esquema de una vision sagital del fr y sus moléculas de sefializacion
sobre la trayectoria del mismo. A: Trayectoria DV. B: Evitacidon de la placa del suelo.
Imagen modificada de Aizawa et al, 2011. Abreviaturas: fr, fasciculo retroflejo, Hb,
Habénula; p, prosémero.
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Se desconocen los mecanismos de guia que median los siguientes pasos de la
trayectoria: el giro en direccién caudal, el comportamiento diferencial de la mHb y
la IHb (la primera sigue su camino para inervar el Ip mientras la segunda
desfascicula para inervar los nicleos dopaminérgicos), y el cruce caracteristico en

forma de “ocho” de los axones de la mHb para inervar el Ip (Ramon y Cajal, 1909).

Conocer el mecanismo involucrado en el giro caudal de los axones, constituye otro
de los objetivos del presente trabajo. Dada la complejidad de la trayectoria,
hipotetizamos que la SNc juega un papel como diana intermedia de los axones

mHb, dirigiéndolos caudalmente hacia su destino final.

Respecto al mecanismo involucrado en el comportamiento diferencial de la mHb y
la IHb, creemos que podria deberse a la expresion diferencial de receptores y
proteinas de membrana entre ambos nucleos. Las neuronas de la mHb y la 1Hb
expresan una combinacion diferencial de moléculas de guia axonal y de adhesién
celular, como se demostré mediante microdisecciéon de captura con laser y
espectrometria de masas (Schmidt et al.,, 2014). Entre las moléculas encontradas
en la mHb, Schmidt y colaboradores describieron la presencia de proteinas
conocidas como el receptor de NTN1, DCC. También NPN2, receptor de SEMA3F,
responsable de la respuesta aversiva de los axones de la mHb hacia el territorio
alar pretectal (Funato et al., 2000; Giger et al., 2000; Sahay et al., 2003). Otras
moléculas como Plexin-B2 (Worzfeld et al, 2004; Perdld et al, 2005) no se

expresan en la Hb en la ventana de tiempo que comprende el desarrollo del fr.

Entre todas las moléculas, la expresion especifica en la mHb de una de ellas,
Amigo2, nos llevo a seleccionarla como molécula candidata para desempefiar un
papel en el comportamiento diferencial, la trayectoria y la fasciculacién de los
axones de la mHb. Constituyendo, el estudio del rol de Amigo2 en el desarrollo de

la Hb y el fr, el tltimo de los objetivos de este trabajo.

Amigo2:

La molécula de interés fue nombrada, tras su descubrimiento, como

“immunoglobulin like protein named amphoterin induced gene and ORF 2”
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(Amigo2; Laeremans et al, 2013), aunque en el presente es conocida como:

“adhesion molecule with immunoglobulin like domain 2” (Park et al., 2015).

En el sistema nervioso central se expresa principalmente en el hipocampo (Kuja-
Panula et al,, 2003; Ono et al., 2003; Laeremans et al., 2013), aunque también lo
hace en otras zonas como la mHb (Wagner et al.,, 2014) y nucleos del hipotalamo.
Pertenece a la familia de las Proteinas transmembrana tipo I y media sus
interacciones célula-célula mediante uniones homofilicas (Amigo2-Amigo2) y
heterofilicas (Amigol-Amigo2-Amigo3; Kuja-Panula et al., 2003). Su funcién ha
sido relacionado con el desarrollo de los circuitos neuronales (Zhao et al,, 2014) y

con el crecimiento y fasciculacion de neuritas (Kuja-Panula et al.,, 2003).

Han sido descritas diferentes alteraciones de este gen en humanos. La pérdida de
funcién de Amigo2 en dos pacientes con delecciéon préximal 12q ha sido
relacionado con retrasos en el desarrollo psicomotor (Miyake et al., 2004). Por otra
parte, el analisis genémico de un paciente con discapacidad intelectual entre
multiples anomalias congénitas, relacion6 directamente las alteraciones de la
secuencia de Amigo2 con su condiciéon mental (Gimelli et al., 2011) y, ademas, ha
sido relacionado con pacientes con Displasia oculoauriculovertebral (Rengasamy
Venugopalan et al., 2019; Guida et al., 2021). Finalmente, la sobreexpresion de
Amigo?2 se ha relacionado con un incremento en las propiedades metastasicas de
canceres hepatico, pulmonar, gastrico, ovarico o melanoma (Fontanals-Cirera et al.,
2017; Huo et al,, 2017; Kanda et al., 2017; Sonzogni et al., 2018; Nakamura et al,,
2020; Liu etal., 2021).
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3. Objetivos

El objetivo principal del proyecto de tesis es profundizar en el conocimiento
existente sobre el desarrollo del tracto retroflejo y su trayectoria. Para ello, hemos

propuesto estos tres objetivos especificos:

1. Estudiar el rol de la SNc como diana intermedia de los axones habenulares
mediales e identificar la molécula responsable del giro de los mismos en
direccién caudal.

2. Determinar el rol del morfégeno Wntl en el desarrollo habenular y del fr.

3. Analizar el rol de la molécula de superficie AMIGO2 en el comportamiento

de los axones habenulares.
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Materiales y métodos

Experimentacion animal

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 Experimentacion
Animal de la Universidad Miguel Hernandez de Elche. En el citado animalario, los
animales se encuentran en condiciones controladas de temperatura (21+ 19Cy 40-
45% de humedad) con ciclos de 12 horas de luz/ oscuridad. La comida y agua

estan disponibles ad libitum.

Todos los experimentos han sido disefiados de acuerdo a las regulaciones y leyes
de la Unién Europea (Directiva 2003/65/CE del Parlamento Europeo y del Consejo,
de 22 de julio de 2003) y del Gobierno Espafiol (Real Decreto 53/2013, de 1 de
febrero de 2013) sobre la proteccion de los animales utilizados en
experimentacion y otros fines cientificos. Ademas, han sido autorizados por la
Oficina de Investigacion Responsable de la Universidad Miguel Herndndez de Elche

(2016/VSC/PEA/00190).

Lineas de Modelos Murinos

0 Amigo2 Kknockout. La cepa Amigo27/- fue generada y cedida por el
laboratorio del Dr. Heikki Rouvala en Helsinki (Finlandia). La regién
codificante completa de Amigo2 fue remplazada por el gen de la Fosfatasa
Alcalina de placenta humana bajo el promotor de AmigoZ2. Para la seleccién

se uso un casete de resistencia a Neomicina (Li et al., 2017).

0 Dcc knockout. Los embriones Dcc/- fueron generados por el laboratorio del
Dr. Robert Weinberg y cedidos por el laboratorio de la Dra. Guillermina
Lopez-Bendito en Alicante (Espafia). La linea fue creada por recombinacion
homologa, insertando un casete de neomicina en el ex6n 3 del gen Dcc. La

proteina DCC resultante no es funcional (Fazeli et al., 1997).
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0 Ntnl knockout. Los embriones Ntn1~/- fueron generados y cedidos por el
laboratorio del Dr. Alain Chedotal en Paris (Francia). Para generar el alelo
nulo de Ntnl, se cruz6 la cepa condicional Ntn1flox/flox con la linea
Krox20:cre que expresa la recombinasa Cre en la linea germinal de hembras

y machos (Dominici et al., 2017).

0 Gli2 knockout. La linea Gli2/- fue generada en el laboratorio de la Dra.
Alexandra Joyner en Nueva York (USA) y los ratones fueron cedidos por el
laboratorio de la Dra. Marina Ros (Santander; Espafa). La linea fue obtenida
por recombinacién homdloga insertando un casete de neomicina en la

region codificante del gen GliZ (Mo et al., 1997).

0 Wntl knockout. La linea Wntl1/- fue generada en el laboratorio del Dr.
McMahon y cedida por el laboratorio del Dr. Wolfgang Wurst (Munich;
Alemania). La linea fue generada por recombinaciéon homologa insertando

un casete de neomicina en el ex6n 2 del gen Wnt1 (McMahon et al.,, 1992).

Obtencion y procesado de las muestras

El dia de deteccion del tapon vaginal es considerado como dia de desarrollo
embrionario 0.5 (E0.5). Para obtener los embriones se sacrifica la hembra por
dislocacion cervical y se aisla a los embriones del utero con la ayuda de una lupa
estereoscopica (modelo LEICA EZ4D). Seguidamente son lavados en una solucién
salina de PBS 1X (Phosphate Buffered Saline 10x: 137mM NaCl, 2.7mM HCI, 10mM
NazHPO4, 2mM KH2PO4; pH 7.4) e inmediatamente se procede a su fijacién en una
solucién de paraformaldehido (PFA) al 4% (Paraformaldehyde 95%; Merck-Sigma;
#158127-500G) en PBS 1X donde permanecen a 42C O/N. Tras la fijacion, las
muestras se lavan en PBS 1X (2 cambios de 40 minutos) y a continuacidn, o bien se
procede a su utilizacién, o se deshidratan progresivamente en una bateria
creciente de etanoles (EtOH; Montplet; #ALCH0321F5) 25%, 50%, 70% y 100% (1
cambio de 40 minutos en cada alcohol excepto en el de 100% que se realizan 2) y

almacenados a 42C o -202C hasta su posterior seleccion y uso.
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Genotipado

Extraccion del ADN:

Con el objetivo de extraer el ADN, se obtiene un fragmento de tejido de cada
embrion y se centrifuga la muestra a 13.000 rpm durante 1 minuto, a continuacidn,
se afiade 100 pl de NaOH (Sodium Hidroxide solution; Sigma Aldrich; #72068)
50mM. Posteriormente se digiere la muestra en el termobloque a 952C durante 25

minutos en agitacion.
Protocolo de PCR:

Tras la extraccion del ADN, se afiade 1ul del mismo, 1l de primers y 13ul de Kappa
mix (Hz20, polymerasa, dNTPs y cofactores; Roche; KK5601) a cada tubo de PCR.

0 Linea Gli2-/-:
Primers:

- Sense Gli2: 5’AAACAAAGCTCCTGTACACG3’
- Antisense Gli2: 5’CACCCCAAAGCATGTGTTTT3’
- pPNT: 5’ATGCCTGCTCTTTACTGAAG3

Tamaio de bandas:

- WT: 300 bp
- Mutante: 600 bp

Condiciones:
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0 Linea Amigo2-/-:
Primers:

- P1 (WT): 5°CGGACAGAATGGCAAAGTCAAG3’
- P2 (WT-MUT): 5"GGCTGGTCCTACTGCCTTCAAG3’
- P3 (MUT): 5’TACGAAGTTATTAGGTCCCTCGAC3’

Tamaio de bandas:

- WT:421bp
- Mutante: 494 bp

Condiciones:
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0 Linea Wnt1-~/-:
Se realiza una PCR independiente para cada banda.
Primers:

Banda WT (1.1):
- Oligo Wnt1-19: 5'GTCACTGCAGCCCCCCCAGTG3'
- Oligo Wnt1-300: 5" GCCTCCTCCACGAACCTGTTGACG3'
Banda mutante (1.5):
- Oligo Wnt1-1114: 5" GAACTCTCGGCCAAAGAGGCGACCA3'
- Oligo Wnt1-1480: 5' CGGGCGAGGCCGGTGAGTGAGCG3'
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Tamaio de bandas:

- WT:996 bp
- Mutante: 1025 bp

Condiciones:
el ne"
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Los resultados de la PCR son visualizados por electroforesis. Las muestras son
cargadas en un gel de agarosa al 2% de Green Safe Premium (NZYTech;
#MB13201) en TAE 1x (TAE 50X: Tris base 242gr, Acido acético glacial 57,1ml,
EDTA 0.5M; pH 100ml), se corren y tras 20-30 minutos son visualizadas en una

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

Técnicas histoldgicas

Inclusion y corte en parafina

En primer lugar, los cerebros/embriones almacenados en EtOH 100% son
inmersos en butanol (Panreac; #131082.1611; 2 cambios de 15 minutos) para
retirar toda traza de EtOH (no miscible con la parafina). A continuacién, las
muestras son incubadas en parafina liquida (Polysciences; #24198 -1Gold
Standard Peel-A-Way) a 602C, donde se realizan 6 cambios de 30 minutos con el fin

de eliminar totalmente los restos de butanol.
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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 s6lida la parafina, se extrae
el bloque del molde, se talla y se procede a obtener las secciones, realizandose los
cortes con un microtomo (modelo Microm HM 335 E). El grosor de cada seccion se
ha fijado en 10pum. Posteriormente, los cortes son depositados en un bafio (modelo
610.1030.00; Falc Instruments) con agua destilada a 37-402C y montados sobre
portaobjetos (Portaobjetos StarFrost Advances Adhesive; KTVS111711APNDX), en
series paralelas con la ayuda de un pincel. Después, se dejan secar en una estufa a

372C durante un dia y se almacenan a temperatura ambiente hasta su utilizacion.

Inclusién y corte en agarosa:

En primer lugar, se rehidratan los cerebros mediante lavados de 30-60 minutos en
EtOH a concentracion decreciente (100%, 75%, 50%, 25%) y PBS 1X. A
continuacién, se prepara agarosa (Merck-Sigma; A9414) al 4% en PBS, se calienta
en un microondas hasta su completa disolucién y se incluyen los cerebros en la
orientaciéon adecuada. Se procede a la rapida solidificacién del bloque sobre una
bandeja con hielo y se cortan con el vibratomo (modelo VT1000S Leica). Se
obtienen cortes de 100pum que se recogen con un pincel y se almacenan en los
pocillos de una placa debidamente etiquetada en PBS 1X y azida sddica (Sigma

Aldrich; S2002) al 0.02M hasta su utilizacidn.

Técnicas de inmunodeteccion

Cortes en parafina

Con el objetivo de desparafinar los cortes, estos son introducidos 40 minutos en
una estufa a 95°C y posteriormente inmersos en xilol (Panreac; 141769.2711),
donde se realizan 2 cambios de 10 minutos. Posteriormente los cortes son
rehidratados en una serie decreciente de alcoholes al 100%, 96%, 70% hasta agua.

Cada paso es de 5 minutos.
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A continuacion, se procede a la re-exposicidn 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 (1x 4 min y 3x 3 min).

Después del tratamiento, 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.
A continuacidén, se bloquea la peroxidasa enddégena del tejido con H202 (Sigma-
Aldrich; 95321-5001) al 1,5% durante 30 minutos a temperatura ambiente en
vasos coplin protegidos de la luz. Tras lavar de nuevo con PBST se procede a
bloquear las uniones inespecificas del anticuerpo primario con una solucién 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 PBST. El
anticuerpo primario se incuba a la concentracidon indicada en la solucién de
bloqueo (ver anticuerpos utilizados en Tabla 1). Se deja actuar O/N a temperatura
ambiente. Al dia siguiente se recupera el anticuerpo primario y se lavan los

portaobjetos 3 veces en PBST durante 5 minutos.

A continuaciéon, en el caso de la inmunohistoquimica, se usa el anticuerpo
secundario (especifico contra la especie en la que se generd el anticuerpo primario
y conjugado con una biotina para permitir su deteccién) a una concentracién 1:200
en PBST durante una hora a temperatura ambiente. Tras varios lavados en PBST se
aflade el complejo Avidina-Biotina (ABC; Vector Laboratories; PK4000) a la
concentracion de 1:500 en PBST. Este complejo contiene avidina y la peroxidasa
del rabano biotinilada. La avidina tiene una gran afinidad por la biotina y forma un
complejo donde se unen la peroxidasa biotinilada dejando al menos un sitio de
unién libre para la biotina del anticuerpo secundario (consultar los anticuerpos
secundarios utilizados en la Tabla 2). Al afiadirlo a los portaobjetos, la avidina se
une al secundario biotinilado y ancla la peroxidasa al lugar de expresion de la
proteina. Para el revelado (posterior a 3 lavados con PBST y 3 con PBS 1X) se usa,
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. La reaccién se para con PBS 1X. Finalmente, se deshidratan los

portaobjetos en una serie creciente de etanoles hasta llevarlos a 100% EtOH, desde
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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.

En el caso de la inmunofluorescencia, se incuban las muestras con el anticuerpo
secundario a una concentracién 1:500 (conjugado a un fluoréforo que reconoce al
primario), durante una hora a temperatura ambiente, en agitaciéon y protegido de
la luz. De esta forma, mediante la excitacién 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 incubacién del anticuerpo secundario se realizan tres lavados con PBS 1X
de unos 10 minutos con el objetivo de eliminar el anticuerpo secundario que queda
libre y se incuba la muestra 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. Por ultimo, se recupera el DAPI y se realizan tres
lavados con PBS 1X de unos 10 minutos para posteriormente colocar los
cubreobjetos con Mowiol-NPG (475904; Sigma Aldrich). El Mowiol se prepara
disolviendo 40g de Mowiol en 160ml de buffer KZHP04 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.

Cortes incluidos en Agarosa

El protocolo es muy similar al anterior, a excepcion de la ampliaciéon de lavados
durante el segundo dia de inmunohistoquimica o inmunofluorescencia a 6 lavados
y que el montaje de los cortes flotantes en los portaobjetos se realiza una vez
finalizada la técnica de inmunodeteccion, con ayuda de una placa de petri llena de
PBS 1x y un pincel. Posteriormente, se cubren con Glicerol Jelly a 422C en el caso
de la inmunohistoquimica y Mowiol a 42C en el caso de la inmunofluorescencia. El

Glycerol jelly lo preparamos de forma casera, mezclando gelatina al 5% [104072
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de Merck] en una solucion de glicerol al 50% en agua, se calienta a 509C, para su

completa disolucion y se ajusta el pH a 7 con NaOH.

Referencia/
Anticuerpo: Concentracion:
Casa comercial:
M 0744
aBrdU (mouse) 1:200
Dako
SC-8429
aBr3a (mouse) 1:10
Santa Cruz
CB-38
aCalb (rabbit) 1:1000
Swant
PA1-4738
aCHAT (rabbit) 1:500
Invitrogen
AF4439
aCNTNZ2 (goat) 1:500
RD Systems
#sc-6535
aDCC (goat) 1:100
Santa Cruz
MAB377
aNeuN (mouse) 1:500
Chemicon
AB1987
aNFEM (rabbit) 1:1000
Chemico
AB7794
aNFEM (mouse) 1:1000
Abcam
MAB1109
aNtn1 (rat) 1:500
RD Systems
AF3076
aROBO3 (goat) 1:300
RD Systems
ab97959
aSox2 (rabbit) 1:500
Abcam
N2 268020234
aTH (rabbit) 1:1000

Institute Jacques Boy Cat

Tabla 1. Lista de anticuerpos primarios usados en las técnicas de inmunodeteccidn.
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Referencia/
Anticuerpo: Concentracion:
Casa comercial:
BA-5000
aGoat IgG (rabbit) 1:200
Vector
BA-9200
aMouse IgG (goat) 1:200
Vector
BA-1000
aRabbit IgG (goat) 1:200
Vector

Tabla 2. Lista de anticuerpos secundarios usados en inmunohistoquimica.

Referencia/
Anticuerpo: Concentracion:
Casa comercial:
aGoat IgG (Bovine) 805-605-180
1:500
Alexa Fluor 647 Jackson Inmuno Research
aGoat IgG (Donke A 11055
86 ( y) 1:500
Alexa Fluor 488 Molecular Probes
aMouse IgG (Donkey) 715-295-150 Py
Rhodamine red (570-590) Jackson Inmuno Research .
aRabbit IgG (Donkey) A 21206 1500
Alexa Fluor 488 Molecular Probes '
aRabbit IgG (Donkey) A 21207 1500
Alexa Fluor 594 Molecular Probes .
aRabbit IgG (Donkey) 711-605-152 1500
Alexa Fluor 647 Jackson Inmuno Research '
aRat IgG (Goat) A11006
1:500
Alexa Fluor 488 Molecular Probes

Tabla 3. Lista de anticuerpos secundarios usados en inmunofluorescencia.
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Hibridacion in situ (IHS)
Sintesis de la sonda de ARN

Inicialmente se parte del plasmido circular dénde se encuentra insertada la
secuencia del gen que queremos localizar en la IHS. Se realiza la digestién con las
enzimas de restriccion adecuadas sobre 10 ug de ADNc a una temperatura de 372C
durante 2 horas. Tras esto se comprueba el producto de la digestiéon 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 reaccién de sintesis se produce tras la mezcla de 2pul de NTPs10X (5.65 pl
de H20, 2 pl de ATP 100Mm/L, 2 ul de CTP 40mM, 2 pl de GTP 40mM, 1,35 pl de
UTP 40mMy 7 pl 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 2C durante 2h. Se aflade 1ul de DNAsa y se
incuba 15 minutos a 379c para eliminar el DNA que no ha sido transcrito a ARN y
que puede producir marcaje inespecifico. Inmediatamente se anade 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 por electroforesis.

Sondas de ARN utilizadas:

e Amigo2: #BC095990 GENBANK
e FGF8: #22090 ADDGENE
e Ntnl: La sonda de ARN utilizada fue proporcionada amablemente por la

Dra. O. Reiner; con un inserto de 2.7kb de la regiéon 3" no traducida de Ntn1.

Cortes en parafina

Las secciones se desparafinan y rehidratan tal y como se ha explicado previamente.
Se realizan lavados con PBS 1x antes de realizar una incubacion con Proteinasa k

(03115801001; Roche) a 4ug/ml a 372C, posteriormente, el tejido se fija durante
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20 minutos a temperatura ambiente en PFA al 4%. A continuacion, se lava 3 veces
en PBS 1x y se prehibrida con buffer de hibridacién compuesto por Salt 10x (CINa,
Tris-CIH, Tris-Base, NaHP04,Na2ZHPO4,EDTA 0,5 M) usado al 1x, Formamida
desionizada (VWR-Amresco 0606-950ml 50%), Dextran Sulfato 50% (AMRE0198-
250gr; VWR-Amresco , tRNA10mg/ml, soluciéon Denhardt’s (Biotech; D-0062; 1x),
afladiendo agua milliQ (W4502-1L, Sigma Aldrich) hasta el volumen de
preparacion. Se incuba dos horas a temperatura ambiente, dentro de una cdmara
hiimeda con una soluciéon 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). La
sonda de ARN marcada con digoxigenina (DIG-11-UTP, Roche Diagnostics
11209256910) se desnaturaliza a 80°C durante 10 minutos. Tras esto, el tejido se
incuba en buffer de hibridacién con la sonda O/N a 65°C. A continuacién, las
muestras se lavan con SSC 1x (formamida al 50%, SSC 1x pH 7 y Tween al 0,1%;
Tween-20; P7949) 3 veces a 652C durante 30 minutos. Se continda con 2 lavados
de MABT 1x (NaCl 150 mM, acido maleico 100 mM, Sigma -Aldrich), NaOH (Sigma-
Aldrich) para pH 7,5 y Tween 20 0,1%) a temperatura ambiente de 20 minutos.
Posteriormente, el tejido se bloquea en suero de oveja al 10%, (Sigma-Aldrich;
#S3772) y al 20% de soluciéon bloqueante (Roche; #11096176001) en MABT 1x
durante 2 horas y se incuba O/N con un anticuerpo anti-digoxigenina acoplado a
fosfatasa alcalina (Roche Diagnostics; #11093274910). Al dia siguiente, las
muestras se lavan (4 x 30 min) con MABT 1x para eliminar las trazas de
anticuerpos unidos no especificos. Previo a la reaccién colorimétrica, las muestras
se incuban en dos tiempos de 30 minutos en NTMT (NaCl 0,1 M; Tris-HCl 0,2 M, pH
9,5; MgCl2 0,05 M y Tween 20 al 0,1%). Se utiliza NBT (Cloruro de nitroblue
tetrazolium; 100mg/ml) / BCIP (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-phosphate;
50mg/ml; Boehringer, Mannheim) como sustrato cromogénico para detectar las
sondas. La fosfatasa alcalina reacciona con este sustrato produciendo un
precipitado sdélido. Para terminar, después de varios lavados en PBST se
deshidratan los portaobjetos en una serie creciente de etanoles hasta llevarlos a
100% EtOH, desde donde se pasan a xilol, para luego colocar el cubreobjetos con

pegamento Eukitt y se deja secar varios dias en una estufa a 37°C.
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Cortes en agarosa/ cerebros enteros “whole mount”

El protocolo de hibridacién In Situ en cortes de agarosa o whole mount es muy

similar al anterior, salvo por algunas diferencias:

- Se realiza un pretratamiento que consiste en la deshidratacién mediante
lavados de 30-60 minutos en EtOH a concentracion crecientes (25%, 50%,
75%, 100%), y posterior exposicién a una soluciéon 2% H202 en EtOH 100%
durante 1 hora. Tras esto se rehidrata la muestra de forma inversa, y se

inicia el protocolo.

- Previo a la postfijacion, se realizan lavados (3x20 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.

- El buffer de hibridaciéon formado por: 50% formamida desionizada,5x SSC

pH5.3.
- Enel caso del buffer de lavado el pH de SSC1x es de 5.3.

- El montaje de los cortes flotantes se realiza una vez finalizada la técnica, con
ayuda de una placa llena de PBS1X y un pincel, para posteriormente

cubrirlos con Glicerol Jelly.

Tincion con violeta de cresilo (Tincion de Nissl)

Se trata de un proceso de tincién en el que se emplea violeta de cresilo (Acros,
10045203), un tinte que tifile los acidos nucleicos de cualquier célula. Los
portaobjetos se sumergen en una cubeta con este tinte durante 5 minutos. Después
se realizan dos inmersiones en agua destilada para regular la tonalidad de la
tincién en el tejido. Tras estas inmersiones, se realizan lavados en etanoles a
concentracion creciente: dos lavados rapidos, de pocos segundos, en EtOH al 70%,

un lavado rapido en EtOH 96%, un lavado en EtOH a esta misma concentracion de
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5 minutos y, por ultimo, dos lavados con EtOH 100% de 5 minutos. Seguidamente,
se realizan dos inmersiones de 10 minutos cada una en xilol. Finalmente, se cubren

los portaobjetos fijandolos con el pegamento Eukitt.

Obtencion de Imagenes 3D (protocolo iDisco)
Blanqueamiento, técnica de inmunofluorescencia y clarificacion de cerebros.

En el caso de las imagenes tridimensionales correspondientes a las Figuras 2y 5y
videos del Anexo 14, estas han sido obtenidas adaptando el protocolo descrito por

Belle et al, 2017.

Los cerebros son blanqueados tras una deshidratacién usando cambios de 90
minutos en agitaciéon a temperatura ambiente de concentraciones crecientes de
metanoles: 20%, 40%, 60%, 80% y 100%. Tras esto, son incubadas en metanol
100% al 0,5% de H202 O/N a 4°C en oscuridad. El dia siguiente, las muestras son

rehidratadas mediante cambios en sentido inverso al dia anterior.

Posteriormente, las muestras son bloqueadas 24 horas en agitacién a temperatura
ambiente con PBSGT, compuesto por PBS 1X, 0,2% gelatina (Prolabo; 2435.262),
0,5% Triton y 0,01% thimerosal (Sigma; T8784).

Tras esto, las muestras se incuban con el anticuerpo primario (ver Tabla 4) diluido

en PBSGT durante 10 dias a 372C en agitacion.

Las muestras son lavadas a lo largo del dia siguiente (6 cambios de media hora) en
PBSGT a temperatura ambiente en agitacién, tras lo cual, se incuban O/N en el
anticuerpo secundario fluorescente (ver Tabla 5) a 37 °C en agitacién (a partir de
este punto los tubos se mantienen permanentemente en oscuridad) para
finalmente lavar con PBSGT (6 cambios de 30 minutos) a temperatura ambiente en

agitacion y almacenar a 42C en PBS 1X hasta el proceso de clarificacion.

Para el siguiente proceso, las muestras son deshidratadas de nuevo en
concentraciones crecientes de metanoles: 20%, 40%, 60%, 80% y 100% (cambios

de 90 minutos en agitacién a temperatura ambiente). Posteriormente, los lipidos
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son eliminados con diclorometano (DCM; Sigma-Aldrich; #270997,). Primero se
realiza un cambio a una mezcla de 2/3 de DCM, y 1/3 de metanol 100% O/N a
temperatura ambiente y tras esto dos cambios de DCM de 20 minutos, para
finalizar con ultimo cambio de 30 minutos de dibenziléter (DBE; #108014 Sigma-

Aldrich) dénde puede mantenerse almacenado.

En el caso de las imagenes tridimensionales correspondientes a las Figuras 2y 6 y
videos del Anexo 1B, el protocolo seguido es el iDISCO+ protocolo, la version de
diciembre de 2016 descrita en su pagina web (https://idisco.info/), que introduce

algunos cambios:

- En el pretratamiento, una vez deshidratado y previo al blanqueamiento se
realiza una incubaciéon en 66% DCM / 33% metanol a 4°C, y el lavado

posterior a la rehidratacion se realiza en PTx.2 (PBS1X; 0,2% Trit6n).

- El proceso de inmunodeteccion es diferente, en primer lugar, se incuban las
muestras en Solucion de permeabilizacidon a 37°C en agitacion durante dos
dias. Esta solucion esta compuesta por 400ml de PTx.2, 11.5g de glicina

(Sigma; G7126-500G) y 100ml de DMSO (Fisher; D128-4).

- Tras esto se procede a bloquear otros dos dias a 37°C con solucién de
bloqueo, que esta compuesta, para 50ml de 42ml de PTx.2, 3ml de suero de

burro (Jackson Immunoresearch; 017-000-121) y 5ml de DMSO.

- Posteriormente, se incuba la muestra en el anticuerpo primario (Tabla 4) en
PTwH al 5% de DMSO y el 3% de suero de burro durante 7 dias. E1 PTwH
estd compuesto, para 11, de 100ml de PBS 10X, 2 ml de Tween-20 y 1 ml de
heparina a 10mg/ml (Sigma; H3393-50KU).

- Tras esto se lava en PTwH durante el dia siguiente (6-7 cambios de 60
minutos) y se incuba el anticuerpo secundario (Tabla 5) conjugado al
fluorocromo en PTwH al 3% de suero de burro durante 1 dia, para lavarlo

durante el siguiente dia nuevamente con PTwH.
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Referencia/
Anticuerpo: Concentracion:
Casa comercial:
aNtn1 (rat) R&D Systems MAB1109 1:500
aRobo3 (goat) R&D Systems AF3076 1:300
oaTH (rabbit) Abcam AB152 1:1000

Tabla 4. Lista de anticuerpos primarios usados en las técnicas de iDisco

En ambos protocolos, en los cerebros en los que se usa el anticuerpo aNtn1 se ha
sometido al cerebro a un pretratamiento antes de comenzar con el fin de
sobreexponer los epitopos y optimizar su detecciéon. Para ello, previo al inicio, se

hierve durante 8 minutos en 80°C en un tampoén citrato sédico a 0,01M pH6 en

agua.
Anticuerpo: Referencia/ Concentracion:
Casa comercial:
aGoat IgG (Bovine) 805-605-180
Alexa Fluor 647 Jackson Inmuno Research 1500
aRabbit IgG (Donkey) A 21207 1500
Alexa Fluor 594 Molecular Probes
aRat IgG (Donkey) 712-605-153 P
Alexa Fluor 647 Jackson Inmuno Research

Tabla 5. Lista de anticuerpos secundarios usados en las técnicas de iDisco
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Trazadores axonales

Esta técnica consiste en la colocacién de un cristal lipofilico fluorescente, que
difunde por la membrana citoplasmatica de las neuronas, lo que nos permite

seguir la trayectoria de sus axones y estudiar su morfologia.

Se selecciona la muestra (que no debe deshidratarse previamente para mantener
intactas las membranas celulares) y se incluye en agarosa al 4%. Posteriormente se
corta hasta exponer la zona donde se va a colocar el cristal, y se inserta el cristal
con ayuda de un hilo de tungsteno afilado. Los cristales utilizados han sido Dil
(1,1’-dioctadecil 3,3,3’,3’-tetra-metilindicarbo-cianina perclorato; Pfizer; D282),
que se excita a una longitud de onda de 594 nm (rojo) y DiD (1,1'-dioctadecil
3,3,3',3-tetra-metilindodicarbo-cianina clorobenzeno sulfonato), que lo hace a una

longitud de onda de 647nm (rojo lejano).

En este momento, se dejan las muestras un minimo de 7 dias (en el caso de los
cerebros embrionarios) y 2-3 dias (en el caso de los explantes) en la estufa a 37°C
en PFA al 4% con el fin de que el cristal difunda lo suficiente. En el caso del DiD la
velocidad de difusién es mas lenta, por lo que, si se usan los dos cristales
conjuntamente, se recomienda poner este varios dias antes que el Dil. Una vez
pasados estos dias, cuando el cristal ha difundido, se cortan los cerebros en el
vibratomo. Es importante recalcar que el proceso de inmunohistoquimica
posterior ha de hacerse en ausencia de detergentes (Triton x100) para evitar la
pérdida de lipidos en la membrana con la consecuente pérdida de sefal de los

cristales.

Cultivos organotipicos de tejido neural (ONTCs)

El tubo neural se disecciona al estadio embrionario adecuado, E12.5/E13.5,
posteriormente se eliminan las vesiculas telencefalicas y la region hipotaldmica y
se abre a través de la linea media dorsal, dejando intacta el area de desarrollo del
fr. Finalmente, los explantes son cultivados sobre una membrana policarbonada

(MilliCell; PICMORGS50, en el caso de los explantes del Anexo 1A de resultados y
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Whatman Nuclepore 110414-PCTrack-Etched Membranes en el caso de los
explantes del Anexo 2 de resultados) a modo de “libro abierto”, colocando la
superficie ventricular hacia arriba. Los ONTCs son cultivados a 37°C en DMEM
completo (SBF al 10%, 1% P/S, 1%L-Glutamina, 1% aminoacidos no esenciales;

Termofisher; 21969035) con un 5% COZ2 hasta su posterior procesado.

Trasplantes ectépicos de SNc en ONTCs

Como donante, se utilizan secciones de vibratomo de 250 pm de grosor de
cerebros de ratén GFP+ a E14.5. De estas, se extrae un trozo de tejido
correspondiente a la SNc para el lado experimental, y un trozo de placa alar de p1
como control. Esta dltima region es seleccionada como control debido a que no
ejerce un rol atractivo sobre los axones habenulares (Funato et al, 2000). Se
inserta el tejido en la placa basal de p2 en los ONTCs y se cultivan durante 48
horas. Para los experimentos de bloqueo, se ha usado aDCC (AF5 clone) a 3pg/ml o

[gG mouse como control, afadido al medio de cultivo.

Sobreexpresion de Ntn1 en ONTCs

Se transfectan por lipofecciéon (Lipofectamine 2000 reagent; Invitrogen) células
COS7 con Ntn1 o un vector GFP (PCX-GFP) como control y se cultivan durante 48h.
Los agregados de células COS7 transfectadas se preparan incluyendo las células en
Matrigel (BD Biosciences; Franklin Lakes). Posteriormente, estos agregados se

cortan a un tamafio apropiado y se insertan en p2.

Electroporaciones en ONTCs

Se electroporaron los plasmidos Amigo2 (BC095990) y/o PCX-GFP a modo de
control. Para ello, se diluyen a 1,5ug/ml y se afaden 0,5ul de Fast Green por cada
volumen de 10pl. Posteriormente, se prepara agarosa al 1% en PBS 1X y se cortan

pequefias columnas y bloques cuadrados bajo campana. Para electroporar, el setup
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consiste en dos electrodos orientados en un eje vertical. En el electrodo inferior se
coloca un bloque de agarosa y sobre él la membrana con el explante. En el
electrodo superior se coloca una columna de agarosa. Posteriormente, se inyecta el
plasmido con la ayuda de un microinyector (Nanoliter 2010; World Precision
Instuments), se coloca el electrodo superior con su columna sobre la zona a
electroporar, y se aplican dos pulsos eléctricos de 80V y 5ms espaciados por
500ms usando un electroporador (Intracel; TSS20 Ovodyne Electroporator) bajo
campana. Los ONTCS electroporados se cultivan 72 horas a 37°C, con 5% de COz2en

medio de cultivo DMEM.

Inmunofluorescencia en ONTCs

Para los experimentos del Anexo 1A, tras el cultivo, los ONTCs son fijados en PFA al
4% durante 3 horas. Tras esto, se lavaron varias horas en PBS-T, para
posteriormente bloquear durante dos horas en PBS-T, BSA al 0.1% y Lisina 1M al
10%. Tras esto, se incuban los anticuerpos primarios durante 2-3 dias a 42C en
PSBT, BSA (0.1%) y azida s6dica (0.01%). Los anticuerpos primarios que se han
usado son: aDCC (1:100; Santa Cruz #sc-6535), aGFP (1:1000; Aves lab GFP-1020)
and aTH (1:1000; Institute Jacques Boy Cat. N2. 268020234). Tras la incubacion, se
lava O/N en PBST y se incuba con el anticuerpo secundario O/N a 372C en PBST. Al
dia siguiente se incuba el DAPI diluido en PBS 1X al 0,001% durante 10 min a
temperatura ambiente, y tras esto se lavan con PBS 1X. Por ultimo, se montan en

un portaobjetos y se cubren con Mowiol.

Para los experimentos del Anexo 1B, tras el cultivo, los ONTCs fueron fijados en
PFA al 4% durante 3 horas. Tras ello se deshidratan en cambios de 90 minutos
crecientes de metanol (20%, 40%, 60%, 80% y 100%) y se blanquean O/N a 4°C en
una solucién de peroéxido de hidrégeno en metanol 100%. Al dia siguiente, las
muestras son bloqueadas en PBS-GT (PBS al 0,2% Gelatina, Prolabo y 0.5% Triton
X-100 Sigma-Aldrich) O/N a temperatura ambiente y después incubadas en
agitacion at 37°C durante 7 dias con los anticuerpos primarios: (1:500; AF4439/
RD Systems), aNFEM (1:1000; AB7794/Abcam) and oaGFP (1:500: GFP-1020/
AVES). Esto es seguido por 6 lavados de 30 minutos con PBSGT 0.5% a
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temperatura ambiente y la incubacion del anticuerpo secundario O/N a 37°C. Al
dia siguiente se incuba el DAPI diluido en PBS 1X al 0,001% durante 10 min a

temperatura ambiente, y tras esto se lavan con PBS 1X.

BrdU

Los ensayos de incorporacion de Bromodesoxiuridina (BrdU) se han utilizado
durante mucho tiempo para detectar la sintesis de ADN in vivo e in vitro. El
principio clave de este método es que el BrdU se incorporada como un analogo de
timidina en el ADN nuclear y representa una etiqueta que se puede rastrear usando

anticuerpos.
Experimentos de mapa de destino

Para la deteccion del destino final de las células en proliferacién, se inyect6 a las
hembras prefiadas BrdU por via intraperitoneal (3mg /100g de peso corporal)
cada 2 h, durante un periodo de 10 h (cinco inyecciones en total) comenzando la
maflana del dia sefialado (E.10.5, E11.5, E12.5 y E13.5). Los embriones se

extrajeron a E15.5.
Experimentos de pulso corto

Para la deteccion de la tasa de proliferaciéon, se inyecté BrdU por via
intraperitoneal a las hembras prefiadas (3mg /100g de peso corporal) la mafiana
del dia de desarrollo de interés (E11.5, E12.5 y E13.5), y se extrajeron los

embriones transcurridas dos horas de la inyeccién.

Adquisicion y procesamiento de imagen

Cortesy ONTCs

En el caso de las imagenes en campo claro, han sido adquiridas con una cdmara

digital de alta resolucion modelo Leica DFC550 asociada a microscopio
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estereoscopico modelo Leica MZ16FA. Las imagenes fluorescentes han sido

adquiridas con un microscopio confocal modelo Leica SPEII.

El tratamiento de las fotografias se ha realizado con el software de edicién de
imagen Adobe Photoshop CS6 y se han montado las figuras con el programa de

maquetaciéon Adobe Illustrator CS6.

Imagenes 3D

Las imagenes se han obtenido con el ultramicroscopio (Ultramicroscope II;
LaVision BioTec) con el software ImspectorPro (LaVision BioTec). Las peliculas e
imagenes 3D han sido generadas con el Software Imaris x64 (Bitplane AG: Version
9.3.0). Las imagenes obtenidas fueron primero convertidas a archivos tipo Imaris

usando el convertidor ImarisFileConverter.

La reconstruccion 3D de las muestras se ha obtenido usando la herramienta
“Volume rendering” de Imaris. Las estructuras de interés (fr, mHB) han sido
marcadas creando una mascara alrededor del marcaje de Robo3 una usando la
herramienta “surface”. Las imagenes estaticas se han obtenido con la herramienta

“snapshot” y las peliculas con la herramienta “animation”.

Cuantificacion

En todos los analisis estadisticos se ha considerado coémo significativo una
probabilidad p-valor <0,05 y todos los tests y graficas se han hecho con el software

GraphPad Prism 8.

- Figuras 3y 6 del Anexo 1A: Para la cuantificaciéon del comportamiento de los
axones, los cultivos se clasificaron como “trayectoria normal” cuando se
reorientaron <6 axones hacia la fuente ectopica. Los casos en los que se
reorientaron mas de 6 axones se consideraron como una “trayectoria
modificada”. Para estos experimentos, el analisis estadistico se realizé con

la prueba de chi-cuadrado.
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Figura 2 del Anexo 1B: El volumen habenular de las mHB fue calculado con
la herramienta “Volume rendering” del software Imaris. Para analizar las

diferencias de tamafios se utiliz6 un t test no apareado.

Figura 4 del Anexo 1B: La proliferacién fue medida cuantificando con la
herramienta “measure” del software Fiji el porcentaje ocupado por la
fluorescencia roja en un area predeterminada tras binarizar la imagen. El

test estadistico usado fue un t test no apareado.

Figura 4 del Anexo 2: El comportamiento axonal en el mutante AmigoZ y
control se ha cuantificado estudiando la distribucién de fluoréforos verdes y
rojos en el area del fr mediante la herramienta “Plot Profile” del software

Fiji. El analisis estadistico utilizado fue el Kolmogorov-Smirnov test.

Figuras 5 y 6 del Anexo 2: El fenotipo en los ONTC mutantes, control y
electroporados de AmigoZ se cuantificé midiendo el didametro del tracto en
tres niveles fijos a lo largo del eje longitudinal del fasciculo mediante el
software Fiji. El analisis estadistico se realizd con t test no apareado (Figura

5) y ANOVA oneway (Figura 6).















Discusion

Discusion

La comprension de los procesos del desarrollo necesarios para la correcta
conectividad del sistema limbico nos permitird la deteccion de posibles
alteraciones en el cerebro humano. Algunos sintomas observados en las
enfermedades mentales asociadas al complejo habenular podrian ser debidos a
pequefias perturbaciones en esta conectividad. El interés de nuestro trabajo, por lo
tanto, ha sido profundizar en nuestro conocimiento sobre los mecanismos de

diferenciacién de la Hb y los mecanismos de guia axonal y fasciculacién del fr.

La reinterpretacion de la trayectoria del fr bajo el modelo prosomérico ha abierto
la posibilidad de comprender adecuadamente el comportamiento de este tracto

(Moreno-Bravo et al,, 2016).

En primer lugar, planteamos identificar el origen, asi como la sefial involucrada en
la flexién caudal del fr al llegar a las proximidades de la placa del suelo en p2.
Considerando las poblaciones neuronales que rodean la trayectoria del tracto,
seleccionamos la SNc como una candidata potencial. Nuestros enfoques, tanto in
vitro como in vivo, nos han permitido demostrar el papel de la SNc y el VTA como
fuente de la sefial atractiva y el de NTN1, a través del receptor DCC, como la

molécula responsable de la atraccion de los axones mHb.

En segundo lugar, nos propusimos estudiar la actividad morfégena dorsalizante
producida por la placa de techo sobre la especificacion de la Hb. Dada su
localizacion en la regién mas dorsal del prosémero taldmico (Martinez-Ferre and
Martinez, 2012) nos llevé hipotetizar que esta poblacién neuronal podria estar
bajo el control de Wnt1, uno de los morfégenos generados por la placa del techo
(Navarro-Garberi et al., 2016; Brafman and Willert, 2017). Por tanto, nuestro
objetivo en este trabajo fue analizar el papel de Wnt1 en el desarrollo de la Hb y de
su tracto eferente. Demostramos que su falta de funcion resulté en un incremento
en la tasa de proliferacion de los neuroblastos habenulares provocando un mayor
tamafio habenular. La trayectoria del fr aparecié alterada debido a la malformacion

de los territorios neuronales por los que discurre.
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Por ultimo, nos planteamos profundizar en nuestro conocimiento sobre la
fasciculacion del fr. Las proteinas de superficie responsables del comportamiento
diferencial entre los axones de la mHb y la IHb no estan identificadas. Por ello,
seleccionamos, entre un grupo de estas moléculas de superficie especificas de la
mHb, a AMIGO2 como candidato para desempefiar un papel en el comportamiento
de fasciculacién de sus axones (Schmidt et al, 2014). Nuestros resultados
demostraron que AMIGOZ2 juega un papel en el proceso de fasciculacion, pero no en
sus mecanismos de guia, ya que el fasciculo es capaz de alcanzar su objetivo final

en su ausencia.

Rol de la SNc y VTA, mediado por Ntnl, en la guia de los axones habenulares

mediales.

Los axones pueden utilizar dianas intermedias para llegar a su destino (Bielle and
Garel, 2011). En el caso del fr, hay un punto de decision clave que es la llegada a la
placa basal de p2 donde los axones giran caudalmente navegando
longitudinalmente hasta sus destinos (Moreno-Bravo et al,, 2016). Seleccionamos
la SNcy el VTA como poblaciones candidatas para controlar este punto de decisidn,
debido a que el fr esta relacionado con ambas estructuras (la SNc es un objetivo
directo de los axones de IHb y los axones de mHb navegan longitudinalmente en

contacto con la superficie pial debajo de estas poblaciones neuronales).

Una vez demostramos que en la ausencia de estas poblaciones el fr no es capaz de
desarrollarse adecuadamente, asi como que la aplicacién de explantes ectépicos de
SNc pueden redirigir el tracto y forzar la flexiéon rostral del mismo, decidimos
comprobar el papel de NTN1, ligando del receptor DCC que es expresado

especificamente en la mHb (Keino-Masu et al., 1996).

Las neuronas del SNcy el VTA expresan Ntn1 en la capa del manto del diencéfalo y
el mesencéfalo, por lo tanto, generan una fuente caudal de sefial atrayente para los
axones de la mHb. Ademas, la distribucién de estas neuronas dopaminérgicas
permite la generacién de una concentracién mayor en la zona caudal dado que son
mas abundantes en esa drea. La suma de estos dos efectos es la responsable de la

flexion caudal del tracto.
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La NTN1 producida por la placa del suelo participa en acciones de quimiotaxis,
atrayendo axones. Mientras tanto, la NTN1 producida por la capa ventricular esta
involucrada en los procesos de haptotaxis, dirigiendo los axones mediante
interacciones de contacto cercano (Dominici et al.,, 2017; Varadarajan et al., 2017;
Moreno-Bravo et al.,, 2019; Wu et al,, 2019). El hecho de que SNc y VTA sean
derivados de la placa del suelo (Joksimovic et al, 2009) postula la NTN1 que
expresan como un efector quimiotactico, como ha quedado demostrado tras los
trasplantes ectépicos en ONTC. Los axones de la mHb se desviaron fuertemente
por la presencia de la fuente ectdpica, que remodel6 la ubicaciéon de la NTN1
existente y produjo la redireccién observada. Para probar el rol directo de NTN1,
colocamos células que expresan Ntnl en los ONTC. Estas células pudieron imitar el
fendmeno observado y, por lo tanto, evidencian que NTN1 es necesaria y suficiente

para dirigir los axones de la mHb a lo largo del eje longitudinal.

Una vez comprobada in vitro la interaccién NTN1-DCC en los axones de la mHb,
decidimos confirmar in vivo los resultados obtenidos. Analizamos cepas de ratones
con pérdida de funcién Ntnl y Dcc. En primer lugar, resulta sorprendente el hecho
de que encontramos algunos axones de la mHb navegando ventralmente desde la
Hb hacia la placa basal p2, fendmeno también observado por Schmidt et al., 2014.
Este comportamiento podria deberse a que el talamo y la placa alar pretectal no
permiten la entrada de los axones de Hb por las interacciones de Nrp2, Sema3F y

Semaba entre otros (Funato et al., 2000; Sahay et al., 2003; Kantor et al., 2004).

En el mutante Ntnl, una pequefia cantidad de axones se dirigen en direcciones
anomalas, incluso paralelas a la placa del techo pretectal (como se observa en Belle
et al, 2014). El tracto principal puede moverse ventralmente, pero gira
caudalmente tan pronto como entran en la placa basal diencefalica lejos de la placa
del suelo. En el mutante Dcc, el fenotipo es ain mas fuerte, la gran mayoria de los
axones fr permanecen estancados tan pronto como entran en la placa basal del
tdlamo. Solo unos pocos axones pueden girar caudalmente en una posicion

ectopica (Belle et al., 2014).

En resumen, el papel de SNc como diana intermedia es orquestar la ubicacién
precisa de NTN1. Esta distribucién, en el momento temporoespacial correcto,

genera la sefial necesaria para la flexion caudal de los axones de la mHb que
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expresan DCC. Se necesitaran experimentos futuros para descifrar los mecanismos
involucrados en la llegada de estos axones al rl y su caracteristico

entrecruzamiento de la placa del suelo a medida que inervan el nucleo Ip.

Papel Wnt1 en el desarrollo del complejo habenulary el fr

Los morfégenos son cruciales para el correcto desarrollo de las poblaciones
neuronales al menos en dos aspectos. Por un lado, especifican las cascadas
genéticas que dirigen los programas de diferenciaciéon especificos de las
poblaciones neuronales (Brafman and Willert, 2017). Por otro lado, regulan la tasa
de proliferacion de los neuroblastos que dara lugar a las distintas neuronas

(Cayuso and Marti, 2005).

Nuestros resultados indican que Wntl no estd directamente relacionado con la
especificacién de las neuronas habenulares ya que pudimos identificar todos los
diferentes subntcleos que componen este complejo. Sin embargo, el aumento del
volumen habenular en el mutante indic6 que Wnt1 esta involucrado en el control
del nimero de neuronas habenulares. El fenotipo observado puede deberse a dos
fenomenos diferentes. Por un lado, la falta de funciéon de Wnt1 puede inducir un
cambio en el programa de diferenciaciéon del neuroblasto talamico y modificar su
destino hacia neuronas habenulares (Martinez-Ferre and Martinez, 2009). Otra
posibilidad es que esta ausencia pueda modificar la tasa de proliferacion de los
progenitores habenulares y dar lugar por incremento a un complejo habenular de

mayor tamano (Cayuso and Marti, 2005).

Sin embargo, el hecho de que las subpoblaciones de la mHb no cambiaran sus
proporciones de tamafio entre ellas nos llevé a descartar esta primera hipotesis. El
fuerte incremento en la proliferacion de los neuroblastos habenulares que hemos
mostrado apoya la segunda hipdtesis. La disminuciéon del territorio talamico
también podria explicarse por una reduccién en su proliferacién mas que por un
cambio en su identidad. Por lo tanto, se necesita Wntl para determinar la tasa de
proliferaciéon de los precursores habenulares. Cabe destacar que el efecto mas
fuerte se encontré en la mHb. El hecho de que el mayor aumento de proliferacién

en el mutante se encontré a E12.5, estadio en el que se diferencia la mHb, sustenta
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este hecho (Funato et al., 2000; Belle et al., 2014). Los experimentos de ARNseq de
"célula Unica" demuestran que las neuronas de la mHb expresan varios genes de la
cascada de sefializacion de Wntl, entre los que se encuentran los factores de
transcripcion Lef / Tcf mientras que solo Tcf711, un represor de los genes diana de
Wnt1 (Mao and Byers, 2011), se expresa tanto en mHb como en la 1Hb. Por tanto,
no es sorprendente que la ausencia de Wntl tenga un efecto mas profundo en la

mHb en comparacidn con la IHb (Hashikawa et al., 2020; Wallace et al., 2020).

Los defectos encontrados en la trayectoria del fr en el ratén Wnt1~/- muestran dos
aspectos diferentes. Primero, detectamos un claro incremento en el tamafio del
tracto y una ligera desorganizacion de las fibras dentro del fasciculo.
Evidentemente, el incremento de tamafio se debe al aumento del nimero de
neuronas habenulares en el mutante. La falta de WntI no produjo cambios en la
diferenciacién de los subnucleos habenulares, pero el incremento de tamafio y
extension superficial puede explicar la ligera desorganizacién que hemos
observado en el fasciculo mutante. En segundo lugar, encontramos una clara
desviacién en la trayectoria final del fr. Este fenotipo también puede deberse a
alteraciones en las moléculas superficiales de los axones del fr que alteran su
respuesta a las sefiales de navegacion circundantes, o a alteraciones en la
especificacidn de los territorios que los axones deben atravesar y por tanto de las
sefiales de navegacion (Company et al., 2021). El hecho de que se especifiquen
todos los diferentes subnucleos habenulares sugiere que los axones de la Hb
contienen la combinacién correcta de receptores. Sin embargo, se ha descrito que
la falta de funciéon de Wntl1 produce severas alteraciones en la especificaciéon del
[sO (McMahon et al., 1992). Como hemos demostrado, el [sO mutante mostré una
fuerte reduccién de la expresion de Fgf8, su principal morfégeno. Estudios previos
han mostrado que la reduccién progresiva en la cantidad de FGF8 en el IsO resulta
en un aumento en la severidad de los fenotipos observados (Garda et al., 2001; Chi
et al, 2003; Basson et al., 2008). Por lo tanto, un mal funcionamiento de este
organizador produce fuertes alteraciones de diferenciaciéon en el mesencéfalo y el
rombencéfalo rostral. El efecto sobre el territorio circundante no es simétrico,
siendo el mesencéfalo mas sensible que el rombencéfalo (Basson et al,, 2008). De
hecho, la SNc y el VTA estan fuertemente reducidos en nuestro IsO no funcional,

debido a la reduccién de Fgf8 y la pérdida de Wnt1 (Prakash et al.,, 2006; Smidt and
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Burbach, 2007; Santos and Smidt, 2011), mientras que el Ip generado en el
rombomero 1 casi no se ve afectado (Basson et al., 2008). Recientemente, hemos
comprobado que la SNc y el VTA estan involucrados, a través de NTN1, en la
correcta navegacion de los axones del fr por este territorio (Company et al., 2021).
La ausencia de una sefial correcta de NTN1 podria ser responsable de la direccién
incorrecta adoptada por una parte de los axones del fr. Algunos de ellas todavia
pueden alcanzar el Ip probablemente debido al hecho de que no se pierden todas
las neuronas dopaminérgicas (Wurst and Prakash, 2014). Por tanto, la falta de
funcién de Wntl altera la funcionalidad de IsO, lo que produce una fuerte
reducciéon de las poblaciones neuronales de la SNc y el VTA. La falta de
especificacion de este objetivo intermedio de los axones del fr podria ser

responsable de su trayectoria andmala en nuestro modelo mutante.

La molécula de adhesion Amigo2 esta involucrada en el proceso de

fasciculacion del fasciculo retroflejo.

El comportamiento axonal estd regulado por moléculas de superficie que controlan
la formacién de tractos mediante procesos de fasciculaciéon y por receptores de
superficie que reciben sefales de corta y larga distancia para guiar a los axones en
crecimiento hacia sus objetivos finales (Chédotal and Richards, 2010; Kolodkin and
Tessier-Lavigne, 2011; Spead and Poulain, 2020). El fr es un tracto muy compacto
que se origina en el complejo habenular. Los axones del mHb estan concentrados
en una region central mientras que los axones del I1Hb se localizan en la periferia
del tracto (Herkenham and Nauta, 1979; Ichijo and Toyama, 2015). Desde un
punto de vista evolutivo, se ha propuesto que las Habénulas de lampreas y de los
teledsteos son homdlogas a la mHb de mamiferos y que la IHb habria aparecido
mas tarde en la evolucién de los vertebrados (Concha and Wilson, 2001). Esta
teoria estaria en concordancia con la organizacion en mamiferos de los axones
mHb localizados en el nucleo del tracto y los axones de la IHb evolucionados
tardiamente y localizados en la periferia. Todos los axones del fr muestran el
mismo comportamiento inicial, pero difieren en el segmento final. Esto significa
que, aunque comparten las mismas moléculas de guia inicial, posteriormente los

axones de la IHb muestran un proceso de desfasciculacion para seguir su propia
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trayectoria. Se desconocen los procesos de fasciculacion/desfasciculacion
implicados en el desarrollo de este tracto. Algunas de las moléculas de guia
conocidas, como DCC, ROBO o EPHRINAS entre otras, promueven la fasciculacién
(Spead and Poulain, 2020). De entre el grupo de moléculas de superficie que
muestra una expresion especifica en la mHb, seleccionamos a AMIGO2 cémo

candidato involucrado en la fasciculacién del fr.

La falta de funcion de este gen da como resultado una desfasciculacién variable del
fr que tiende a ser ligeramente asimétrica. La Hb de los mamiferos, asi como su fr,
es una estructura simétrica en contraste con reptiles, anfibios y peces donde se han
descrito fuertes asimetrias (Concha and Wilson, 2001; Bianco and Wilson, 2009).
Sin embargo, también se han descrito diferencias sutiles en algunas cepas de
roedores (Concha and Wilson, 2001). Por lo tanto, la alteracién de AmigoZ2 puede

haber desvelado sutiles heterogeneidades entre ambos lados de 1a Hb.

Es racional pensar que los axones contienen un céctel especifico de moléculas de
superficie que podria tener funciones redundantes en el comportamiento de las
fibras neuronales. Ademas, la capacidad de los diferentes miembros de la familia
de genes Amigo para interactuar de manera heterofilica junto con los roles
redundantes entre las moléculas de adhesién podrian explicar la variabilidad en el
fenotipo que hemos observado cuando eliminamos solo una de estas proteinas de
superficie. Pequefias alteraciones en la combinacién de estas moléculas darian
como resultado un fenotipo severo mientras que la alteracién de un solo
componente produciria un fenotipo leve. Cabe destacar que la desfasciculacion de
los axones de la mHb, produjo a su vez una alteraciéon en el proceso de
fasciculacion de los axones de la IHb. Una vez que el nucleo del fr esta
desorganizado, la periferia no puede ensamblarse correctamente. Este resultado
muestra la fuerte interaccion molecular entre los receptores de membrana de los

axones de la IHb y la mHb en el fr.

Finalmente, la electroporacion de AmigoZ incrementé la fasciculacion del fr en los
embriones silvestres. Mientras tanto, en el mutante conseguimos recuperar el
fenotipo alterado, pero no alcanzamos el nivel de fasciculacién del tipo silvestre
electroporado. Asi, AmigoZ2 es determinante para definir el nivel de fasciculacién

del fr y nuestros resultados nos permitieron postular que Amigo2 esta involucrado
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en la fasciculacion de este tracto. Este proceso debe involucrar otras moléculas de

superficie que en sincronia con AmigoZ2 sean capaces de compactar este fasciculo.
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Conclusiones

Conclusiones

1. Las poblaciones neuronales de la SNc y el VTA actian cémo diana
intermedia de los axones de la mHb contenidos en el fr. Su papel es
fundamental para la correcta llegada de dichos axones al nucleo Ip, su diana

final.

2. El papel como diana intermedia de la SNc y el VTA se lleva a cabo a través
de la proteina NTN1, localizada en ambas poblaciones, cuyo receptor DCC se

localiza en los axones de la mHb.

3. En ausencia de Wntl1, se produce un aumento del tamafio habenular, siendo
este mas dramatico en la mHb. Wnt1 es responsable, por lo tanto, de la

regulacion de la proliferacion de los neuroblastos habenulares.

4. En ausencia de Wntl, se identifican todas las subpoblaciones habenulares.
Wntl no esta directamente relacionado, por lo tanto, con la especificacion

de las neuronas habenulares.

5. Elincremento en el volumen de la Hb, en la ausencia de Wnt1, resulta en un
claro incremento en el tamafo del tracto y en una ligera desorganizacion de

las fibras dentro del propio fasciculo.

6. Wntl es necesario para la correcta especificacion de los territorios del
mesencéfalo y del rombencéfalo que debe cruzar el fr. La andémala
formacién de los mismos, en la ausencia de Wntl, provoca alteraciones en

los mecanismos de guia de los axones habenulares.

7. En ausencia de Wntl, el mecanismo de guia dependiente de la sefial de Ntn1
del fr estd afectado debido a la malformacién de las poblaciones

dopaminérgicas mes-diencefalicas.

8. La molécula de superficie AMIGO2 no actda como molécula de guia axonal

de los axones de la mHb.
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9. La molécula de superficie AMIGO2 es determinante para definir el nivel de

fasciculacion de fr.
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Conclusions

1. The neuronal populations of the SNc and the VTA act as intermediate
targets of the mHb axons of the fr. Their role is necessary for the correct

navigation of these axons to the Ip nucleus, their final target.

2. The role as intermediate target of the SNc and VTA is mediated by the NTN1
protein, located in both populations. Its DCC receptor is located in the axons

of the mHb.

3. In the absence of Wntl1, the habenular size is increased, being the effect
more dramatic in the mHb. Therefore, Wnt1 is responsible for regulating

the proliferation of habenular neuroblasts.

4. In the absence of Wntl, all the habenular subpopulations are identified.
Therefore, Wntl is not directly related to the specification of habenular

neurons.

5. The increase in the Hb volume, in the absence of Wntl, results in a clear

increase in the fr size and in a slight disorganization of its fibers.

6. Wntl is necessary for the correct specification of the territories that the fr
must cross (midbrain and rhombencephalon). Their abnormal formation, in
the absence of Wntl, causes alterations in the guidance mechanisms of the

habenular axons.

7. In the absence of Wntl1, the guidance mechanism, Ntn1 signal dependent, of
the fr is affected due to the mes-diencephalic dopaminergic populations

malformation.

8. The AMIGOZ2 surface molecule does not act as an axonal guide molecule for

the mHb axons.

9. The AMIGO2 surface molecule is decisive to define the level of fr

fasciculation.
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Anexo 1A:

Rol mediado por Netrin 1 de la Sustancia Negra Pars
Compactay el Area Tegmental Ventral en la guia de los
axones habenulares mediales
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The fasciculus retroflexus is an important fascicle that mediates reward-related
behaviors and is associated with different psychiatric diseases. It is the main habenular
efference and constitutes a link between forebrain regions, the midbrain, and the
rostral hindbrain. The proper functional organization of habenular circuitry requires
complex molecular programs to control the wiring of the habenula during development.
However, the mechanisms guiding the habenular axons toward their targets remain
mostly unknown. Here, we demonstrate the role of the mesodiencephalic dopaminergic
neurons (substantia nigra pars compacta and ventral tegmental area) as an intermediate
target for the correct medial habenular axons navigation along the anteroposterior axis.
These neuronal populations are distributed along the anteroposterior trajectory of these
axons in the mesodiencephalic basal plate. Using in vitro and in vivo experiments, we
determined that this navigation is the result of netrin 1 attraction generated by the
mesodiencephalic dopaminergic neurons. This attraction is mediated by the receptor
deleted in colorectal cancer (DCC), which is strongly expressed in the medial habenular
axons. The increment in our knowledge on the fasciculus retroflexus trajectory guidance
mechanisms opens the possibility of analyzing if its alteration in mental health patients
could account for some of their symptoms.

Keywords: habenula, fasciculus retroflexus, netrin 1, DCC, axon guidance, substantia nigra pars compacta,
ventral tegmental area

INTRODUCTION

The habenulae (Hb), located in the dorsal part of prosomere 2 (p2), is constituted by two
main nuclei, the medial and the lateral habenulae (mHb and IHb, respectively; Andres et al.,
1999). Transcriptomic analysis unveiled a concise subdivision of the mHb in different subnuclei
and a not-so-precise transcript subdivision of the IHb subnuclei (Wagner et al, 2016). The
mHb axons project almost exclusively and in a topographic manner to the interpeduncular (IP)
nucleus in rhombomere 1 (r1). These axons constitute the core of the fasciculus retroflexus
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(fr; Herkenham and Nauta, 1979; Contestabile and Flumerfelt,
1981). In turn, the IP innervates secondary targets, including
the median raphe, ventral tegmental area (VTA), and dorsal
tegmental nuclei (Shibata and Suzuki, 1984). The main efferents
of IHb are the VTA (Araki et al., 1988; Brinschwitz et al.,
2010), the substantia nigra pars compacta (SNc), the raphe
complex (Wang and Aghajanian, 1977), and the locus coeruleus
(Herkenham and Nauta, 1979). These IHb axons form the shield
portion of the bundle around the mHb fibers (Bianco and Wilson,
2009; Schmidt et al., 2014; Ichijo and Toyama, 2015).

In zebrafish, it has been functionally related with learning,
social behavior, and attention (Nakajo et al., 2020; Okamoto et al.,
2021); decision making (Cherng et al., 2020); aversive reactions
(Amo et al., 2014); fear and anxiety (Agetsuma et al., 2010;
Jesuthasan, 2012; Okamoto et al., 2012; Mathuru and Jesuthasan,
2013); and helpless behavior (Lee et al., 2010). In mammals, there
are a wide variety of functional studies of this system, using
lesions, electrical stimulations (Klemm, 2004; Lecourtier and
Kelly, 2005, 2007), and optogenetics to unravel its functions in
reward-related behaviors (see, for a review, Hikosaka et al., 2008;
Hikosaka, 2010; Batalla et al., 2017; Fakhoury, 2018). Among
the different identified functions, we could mention the negative
reward prediction error (Matsumoto and Hikosaka, 2007, 2009;
Salas et al,, 2010), reward- and aversion-related processes (Hong
and Hikosaka, 2008; Koppensteiner et al., 2016; Wang et al,,
2017; Otsu et al., 2018; Li et al., 2021), brain stimulation reward
(Morissette and Boye, 2008; Fakhoury et al., 2016), and locomotor
activity (Gifuni et al., 2012; Otsu et al.,, 2018). In humans, it
has been related to depression, drug addiction, and Parkinson
disease (Benarroch, 2015; Fakhoury, 2017; Vickstrom et al., 2020).
However, the molecular mechanisms controlling the complex
pathfinding decisions of the Hb axons remain poorly understood.

We described the fr trajectory in the prosomeric paradigm
context (see Figures 1, 3 of Moreno-Bravo et al, 2016).
This precise anatomic interpretation of the axon path was a
prerequisite to understanding which mechanisms are involved
in the guidance of these axons. Contrary to the previous
bibliographic references, where the fr is considered a straight
fascicle, we suggested a complex axonal trajectory. The Hb
subnuclei specification and differentiation has been related
with the Wnt signaling (Guglielmi et al, 2020). Focusing
on the mHb, the first step of the mHb axons is to grow
dorsoventrally, presumably repulsed by semaphorins from the
diencephalic alar plates (Funato et al., 2000; Sahay et al., 2003;
Kantor et al, 2004) and then attracted by a netrin I-deleted
in colorectal cancer (Ntnl-Dcc) interaction from the ventral
region (Funato et al., 2000). Once they arrive at the thalamic
tegmentum, they are repulsed by the floor plate through a RoboI-
Slit2 interaction (Moreno-Bravo et al., 2016). The axons turn
caudalward toward the IP, at r1, following a long pathway through
the mesodiencephalic basal plates. The mechanism involved in
this last trajectory is unknown and constitutes the main objective
of this work. The selective innervation of the IP subnuclei has
been related to neuropilin 1 and semaphorins (Kuan et al., 2007).

Different axonal projections travel long distances to reach
their final targets using highly stereotyped patterns. In some
axonal tracts, such as the thalamocortical projections, the

pioneer axons use intermediate targets for their correct guidance
(Chédotal and Richards, 2010; Kolodkin and Tessier-Lavigne,
2011; Garel and Lopez-Bendito, 2014; Squarzoni et al., 2015;
de Ramon Francas et al., 2017). These intermediate targets
are strategically placed along the pathway and produce signals
required for the correct navigation of growing axons. Thus,
a complex trajectory is divided in simpler and shorter ones,
in which the axons navigate from one intermediate target to
another. We postulated, as the principal hypothesis of our
work, that the mesodiencephalic neuronal populations (SNc
and VTA; Smits et al,, 2006) play a role as an intermediate
target for the mHb axons, directing them caudally toward their
final destination.

Once we demonstrated its role, we identified Ntn1I as the main
attractive molecule. This secreted molecule is expressed in the
SNc and VTA (Livesey and Hunt, 1997; Li et al., 2014; Brignani
et al., 2020). In our work, we have demonstrated that Ntnl is
responsible for the correct guidance of the mHb axons toward
their final target and that SNc and VTA are intermediate targets
in their navigation.

MATERIALS AND METHODS

Mouse Strains

The day when the vaginal plug was detected was considered
as embryonic day 0.5 (E0.5). 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
Herndndez OIR Committee (2016/VSC/PEA/00190).

Dcc, Nitn1, and G/i2 Mutant Mice

The Gli2=/~ (n=20), DCC™/~ (n = 18), and Ntn1~/~ (n = 10)
mouse strains were genotyped as previously described (Fazeli
et al., 1997; Mo et al., 1997; Dominici et al., 2017).

In situ Hybridization and

Immunohistochemistry

For In situ Hybridization (ISH), mouse embryo brains were fixed
overnight in 4% paraformaldehyde (PFA) in phosphate-buffered
saline (PBS). Paraffin sections were hybridized with the following
digoxigenin-labeled probes: Ntnl (O. Reiner). Paraffin or
vibratome sections were used for aDCC Immunohistochemistry
(IHC) (1:100; Santa Cruz #sc-6535), a-tyrosine hydroxylase
(aTH; 1:1,000; Institute Jacques Boy cat. no. 268020234),
aNTN1 (1:500; RD Systems MAB1109), and aROBO3 (kindly
provided by Dr. Fujio Murakami, Osaka University, and 1:300;
AF3076/R&D Systems). In both cases, the protocols were
performed as previously described (Moreno-Bravo et al., 2014).

Open Neural Tube Explant Technique

The Open Neural Tubes (ONTs) were performed as described
previously by Moreno-Bravo et al. (2014). Briefly, neural tubes
of E12.5 or E13.5 embryos were dissected and opened along the
dorsal midline, and the telencephalic vesicles and hypothalamus
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FIGURE 1 | Longitudinal navigation of habenular axons through the SNc and VTA. (A,B) Dil fr labeling and TH immunochemistry in E15.5 brain sagittal section. We
differentiated the defasciculated IHb crossing the SNc and the compacted mHb axons in contact with the pial surface underneath the SNc to reach their target in r1.
B is a higher magnification of A. (C,D) E15.5 brain sagittal section labeled against DCC and TH. DCC specifically labeled the mHb axons, which navigate underneath
the SNc. D is a higher magnification of C. The white dotted lines define the boundaries between different neuromeres (p2, p1, Mb, Ist, and r1). Abbreviations: Ist,
isthmus; IHb fr, lateral habenular axons of the fasciculus retroflexus; Mb, midbrain; mHb fr, medial habenular axons of the fasciculus retroflexus; p1, prosomere 1
(pretectum); p2, prosomere 2 (thalamus); SNc, substantia nigra pars compacta; r1, rhombomere 1; fr, fasciculus retroflexus. Scale bar: 100 pm in A and C and

JMb fr

~~ mHb fr

regions were removed. The fr developing area was kept intact.
Finally, the dissected explants were cultured like an open book
with the ventricular surface looking upwards on a polycarbonate
membrane (Millicell PICMORG50).

Ectopic Implantation of SNc in ONT

Experiments

Parasagittal vibratome slices (250 wm) of E14.5 green fluorescent
protein (GFP) mouse brains were used as donors. We removed
the piece of tissue corresponding with the SNc for the
experimental side and a piece of the prosomere 1 (pl) alar
plate for controls; this control region was selected due to its
non-attractive effect for Hb axons (Funato et al., 2000). We

inserted the tissue graft in the basal plate of the p2 in the
ONTs. These ONTs were cultured by contacting a polycarbonate
membrane (Millicell PICMORG50) for 48 h.

For  blocking assays, we used oDCC (AF5
clone/Ab16793/Abcam), 3 pg/ml, or a control mouse IgG
was added to the culture media.

Overexpression of Ntn1 in ONT
Experiments

COS7 cells were transfected by lipofection (Lipofectamine
2000 reagent, Invitrogen) Ntnl or control GFP-expressing
vector (PCX-GFP) and cultured for 48 h. Aggregates of COS7
transfected cells were prepared by embedding transfected cells in
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FIGURE 2 | Drastic alteration in the fr trajectory in the Gli2—/~ mutant.
Transversal sections of wild-type E13.5 (A,B) and E18.5 (E,F) brains and
Gli2=/~ E13.5 (C,D) and E18.5 (G,H) brains labeled against TH and DCC. In
the wild type, the SNc and VTA are identified as well as the mHb fr in the pial
surface. In the mutant, the SNc is not detectable (C,G), and the fr is
misoriented and crosses the midline in an abnormal position (arrowhead in H).
Sagittal sections of wild-type (I) and Gli2—/~ (J) E18.5 brains labeled against
DCC. In the wild type, the mHb fr is observed in all its length, from the Hb into
r1. In the mutant brain, we detected the fr abnormal rostral bending into the
hypothalamic territory. In this mutant model, the SNc and VTA are not
generated. The mHb fr displayed an abnormal trajectory into rostral territories.
(Continued)

FIGURE 2 | Continued

3D lateral view of E16.5 wild-type brain (K) and Gli2~/~ mutant (L) labeled for
TH and ROBOS with the iDISCO protocol. This 3D view allowed us to follow
the trajectory of the mHb fr tract by the specific ROBOS labeling and its
relation with the dopaminergic populations by TH. In the wild type (K), the
mHb fr reached its target; meanwhile, in the mutant (L), we clearly observed
the tract misrouting into the hypothalamic territory and the absence of the
dopaminergic populations in the mesodiencephalic territory. A frontal section
to the midbrain in the wild type obtained from the reconstructed sample; the
relation of the mHb fr with the dopaminergic populations is displayed (M). In
the mutant embryo, a section of a similar section plane but in a more anterior
position displays the mHb fr in its initial location and how it finally enters into
the hypothalamic territory (N). Abbreviations: A13, A13 dopaminergic
population; Hb, habenula; Hyp, hypothalamus; Lc, locus coeruleus; mHb fr,
medial habenular axons of the fasciculus retroflexus; ob, olfactory bulb; r1;
rhombomere 1; SNc, substantia nigra pars compacta; VTA, ventral tegmental
area. Scale bar: 200 um.

Matrigel (BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ, United States). Cell
aggregates were cut to an appropriate size and added in p2.

Axonal Tracing

For axonal tracing, the embryonic brains and ONTs were fixed
for 1 h in 4% PFA. Small Dil crystals (1,1’-dioctadecyl 3,3,3',3'-
tetramethylindocarbocyanine perchlorate; Molecular Probes)
were inserted into the Hb nuclei. The labeled brains and ONTs
were incubated at 37°C in 4% PFA until the tracers had
diffused sufficiently.

ONT Immunochemistry

After the culture, the ONTs were fixed in 4% PFA for 3 h.
Next, they were washed for several hours in PBS containing
1% Triton-X (PBS-T). Then the tissue was blocked for at least
2 h with PBS-T and albumin bovine serum (BSA, #A2153-50G
Sigma) at 0.1% and 10% lysine 1 M. Next, it was incubated for
2-3 days at 4°C temperature in PBS-T and BSA (0.1%) and
sodium azide (0.01%) with different primary antibodies: aDCC
IHC (1:100; Santa Cruz #sc-6535), aGFP (1:1,000; Aves Labs
GFP-1020), and aTH (1:1,000; Institute Jacques Boy cat. no.
268020234). After overnight washing in PBS-T, the secondary
fluorescent antibodies were also incubated in PBS-T overnight,
and it was followed by overnight washes in PBS-T. ONTs
were counterstained with DAPI diluted in PBS at 0.001% and
incubated for 10 min at room temperature and visualized on a
Leica confocal microscope DM5500-Q.

For quantification of axon behavior in the ONT ectopic
tissue and cell aggregate assays, the cultures were classified
as having a “normal trajectory” when less than six axons
were reoriented toward the ectopic source. The cases where
more than six axons were reoriented were considered as a
“modified trajectory.” For these experiments, statistical analysis
was performed with the chi-square test using the GraphPad
Prism software.

Whole-Mount Immunostaining and
Clearing Procedure (iDISCO)

Whole-mount brains were immunostained and cleared following
the protocol described (Belle et al, 2017). Briefly, after
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FIGURE 3 | Ectopic SNc guides the mHb axons to rostral regions. (A) Schematic representation of the ectopic tissue implantation experiment in E12.5 ONTs. The
stage was selected to affect the descending fibers toward the diencephalic basal plate. The ectopic tissue is obtained from an E14.5 GFP donor. The control (p1 alar
plate) and the experimental tissues (SNc) were implanted in the basal plate of the p2. Basal and floor plates are delimited by continuous lines. The floor plate is on
the left and caudal to the bottom. (B-D) Characterization of the experimental ectopic tissue, labeled against GFP (B) and TH (C) to check the correct SNc isolation.
D is the merged image of B and C. (E-G) Control side (E) and experimental (F) side. The ONTs with the ectopic tissue were cultured for 48 h and subjected to IHC
for GFP and DCC. Placing the ectopic SNc in the ventral region of p2 reoriented the mHb axons of the fr. This effect is not observed in the control and when we
implanted SNc and added the blocking DCC antibody (AF5). (H) Quantification indicating the percentage of experiments with a normal or modified trajectory mHb fr.
*p < 0.01. Abbreviations: Hb, habenula; Hyp, hypothalamus; Mb, midbrain; p1, prosomere 1 (pretectum); p2, prosomere 2 (thalamus); p3, prosomere 3
(prethalamus); SNc, substantia nigra pars compacta; r1, rhombomere 1; fr, fasciculus retroflexus. Scale bar: 100 wm.
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dehydration in methanol, the samples were bleached using 6%
hydrogen peroxide solution in 100% methanol O/N at 4°C.
Samples were blocked using PBS-GT, i.e., PBS containing 0.2%
gelatin (Prolabo) and 0.5% Triton X-100 (Sigma-Aldrich) O/N
at RT, and then incubated in agitation for 7 days at 37°C with
aROBO3 (1:300, R&D Systems AF3076), aTH antibody (1:1000,
Abcam AB152), and aNTN1 (1:500, R&D Systems MAB1109).
This was followed by six washes for 30 min in PBS-GT at
RT and incubation with the secondary antibody O/N at 37°C.
The clearing was achieved through methanol, dichloromethane
(Sigma-Aldrich #270997), and dibenzyl ether (Sigma-Aldrich
#108014) as described by Belle et al. (2017).

Image Processing

3D imaging was performed with a light-sheet fluorescence
microscope (Ultramicroscope II, LaVision BioTec) using the
ImSpector Pro software (LaVision BioTec). The image stacks
were processed using the Imaris x64 software (Bitplane) to
generate surface contour using a “normal shading” function
based on Robo3 staining to visualize the fr organization in 3D,
and static 3D pictures for Robo3, tyrosine hydroxylase (TH), and
Ntnl were generated using the “snapshot” tool.

RESULTS

The fr Trajectory Through the SNc and
VTA

As described above, once the mHb axons contact the p2 floor
plate, they avoid it, bend, and navigate caudalward through the
basal plate. In order to study the longitudinal trajectory of the
fr, we labeled with a Dil crystal the Hb nuclei (mHb and IHb)
in the embryonic stage (E)15.5 brain, the developmental stage
when the tracts are already bended caudally. With the aim to
describe the fr close contact with the SNc and VTA, we performed
sagittal sections of the Dil-labeled embryo and revealed the
presence of the mesodiencephalic dopaminergic populations with
a specific antibody against TH (Figures 1A,B). We observed a
dense fasciculated tract approaching the floor plate just rostral
to the SNc and VTA (Figure 1A). As the fibers started to bend
caudally, they behaved in two different ways. On the one hand, a
group of fibers defasciculated from the main tract and navigated
into the SNc; these should correspond to IHb axons. On the other
hand, the rest of the tract kept tightly fasciculated and navigated
caudally adjacent to the pial surface; these should coincide with
mHb axons (Figure 1B).

To confirm the origin of the fasciculated fibers, we analyzed
the distribution of the DCC receptor, specifically expressed by
the mHb (Braisted et al., 2000; Schmidt et al., 2014). The
double staining showed that the mHb axons bended caudally
and navigated by fasciculating in close contact with the SNc¢ and
VTA and the pial surface (Figures 1C,D). Thus, the Dil-positive
and DCC-negative axons must correspond to IHb fr (compare
Figures 1B,D).

Our observation about the mHb axon distribution in relation
to the SNc and VTA suggests that these populations could play a
pivotal role in mHb axon guidance. These neurons should expose

axonal cues to attract mHb axons and cause the bending of the
axons toward caudal regions.

The mHb Axons Are Disoriented in SNc
and VTA Absence

In order to test our hypothesis, we decided to study the
effect generated by the absence of the SNc and VTA in the
development of the fr. For this purpose, we selected the Gli2-
knockout transgenic model, which lacks the function of one
of the secondary messengers of the Shh pathway (Mo et al,
1997). The result of this genetic alteration is the disruption in
the differentiation program of basal plate neuronal fates. One of
the most affected neuronal populations are the mesodiencephalic
dopaminergic neurons (Matise et al., 1998). Nevertheless, all the
ventral neuronal structures are affected. At E13.5, in midbrain
coronal sections, the SNc and VTA were identified by the
immunohistochemistry labeling of TH (Figure 2A), and the mHb
fr axons are located adjacent to the pial surface, beneath the
SNc (Figure 2B). In the Gli2~/~, no TH-positive neurons were
observed, and the mHb fr axons were also non-detectable as a
compact superficial tract (Figures 2C,D). Later in development,
at E18.5, the SNc and the VTA are further developed and
displayed their full extension (Figure 2E), and the mHb fr
axons are located superficially to both dopaminergic populations
(Figure 2F). In the mutant embryo, no dopaminergic neurons
were identified in the mesodiencephalon (Figure 2G), and the
mHb fr axons displayed an abnormal behavior, with a midline
cross of the left tract over the right side, far away from the
superficial side of the midbrain (Figure 2H). In sagittal sections,
we were able to observe the complete trajectory of the mHbD fr
tract, from the mHb, located in the diencephalic p2, into the
IP nucleus in rl1 (Figure 2I). In the mutant, the mHb tract
displayed an aberrant trajectory, and the axons turned rostrally
and penetrated into the hypothalamic territory (Figure 2J).

To illustrate this dramatic phenotype, we performed an
iDISCO protocol on wild-type and Gli2~/~ E16.5 brains. We
labeled the dopaminergic populations and the fr mHb axons
(Figures 2K-N). The resulting 3D view allowed us to display the
relation between the fr and the SNc and VTA in the wild type
(Figure 2K and Supplementary Video 1); the fr spatial relation
with the dopaminergic neurons was revealed by the distribution
of the ROBO3 protein (a specific marker of mHb axons; Belle
et al., 2014; Figure 2M). In Gli2~/~, the 3D view illustrated the
TH distribution alterations; in the mesodiencephalic domain, the
absence of dopaminergic neurons is almost complete (Figure 2L
and Supplementary Video 2). This view also allowed us to show
the mHb fr striking misdirection toward rostral domains; no
single axon was detected toward their caudal target (Figure 2N
and Supplementary Video 2). The misrouted tract seems related
to an enlarged A13 dopaminergic population located in the
prethalamic territory.

The SNc and VTA Attract Hb Axons

We next focused on demonstrating the possible attractive role of
SNc and VTA on mHb axons. We developed an in vitro assay
where SNc explants from a GFP*/~ mouse brain were ectopically
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placed in an organotypic neural tube culture (ONTs, Moreno-
Bravo et al., 2014). As control, we used pl alar plate explants
(Figure 3A). The GFP-positive tissue was located in the basal
plate of p2, adjacent and rostral to the point where the fr bends
caudalward (Figure 3A). We confirmed that our experimental
tissue corresponded mainly to the SNc (being the donor tissue
extracted from a parasagittal section, the VTA’s presence must be
residual) by immunostaining it against TH and GFP (Figures 3B-
D). In order to affect the descending fr axons, the experiments
were performed in ONTs at E12.5.

Whereas the control tissue did not affect the Hb axon
trajectory (Figure 3E), the ectopic SNc reoriented the mHb
axons, modifying their direction toward rostral regions
(Figure 3F). In order to quantify the misorientation of the tract,
we considered as aberrant behavior the misrouting of more than
six axons. This aberrant behavior was observed in 25% of control
experiments and in 100% of ectopic SNc experiments (n = 8
for control and ectopic SN¢; p < 0.01; Figure 3H). Thus, the
SNc neurons are able to display an attractive role to the mHb
and IHb fr axons.

The fact that the mHb axons strongly express the DCC
receptor prompted us to test the possible role of this molecule
in the phenomenon observed. We blocked DCC receptor activity
through the blocking antibody AF5 (Bennett et al., 1997). The
mHb axons on ONTs with the blocking treatment did not
respond to the effect of the ectopic SN¢; the aberrant behavior
was observed in 37.5% of the experiments (n = 9 for SNc 4+ AF5
and n = 8 for ectopic SN¢; p < 0.01; Figures 3G,H).

The SNc and VTA Express Nin1 and

Locally Secrete Its Protein

The DCC receptor-specific location in the mHb axons and
the effect produced by the blocking antibody AF5 experiments
prompted us to carefully analyze the expression of the DCC
ligand (Keino-Masu et al., 1996) Ntnl in the SNc and VTA.

We followed the distribution of SNc and VTA neurons and
Ntnl expression pattern in the mesodiencephalic basal plate
during development. At E12.5, when the fr tract is developing,
we found that Ntnl was expressed not only in the floor and
basal plate ventricular layer but also in the basal plate mantle
layer in coincidence with the dopaminergic neuron location
(Figure 4A). These dopaminergic neurons of the future SNc and
the VTA are already detectable (Figure 4B). At E15.5, the Ntnl
distribution in the mantle layer (Figure 4C) largely coincides with
the well-developed SNc and VTA locations (Figure 4D). Recent
publications demonstrated that the NTN1 protein has been
located in axonal projections and not in the area surrounding
the soma of the NtnI-expressing neurons (Dominici et al., 2017;
Varadarajan et al., 2017; Moreno-Bravo et al., 2019; Brignani
et al., 2020). We studied the distribution of the NTN1 protein
in relation to the TH-positive cells of the SNc and VTA, at the
time point when the fr is bending (Figures 4E-G). Both proteins
colocalize; thus, in this particular area, our data suggest that the
protein is secreted in the surrounding area where it is produced.
The axons from the tectospinal tract and the fr also appeared
positive (Figure 4F).

Ntn1 Plays a Role in fr Guidance

We compared in E13.5 the mRNA and protein distribution in
the wild type and Gli2~/~ mutant, in order to check if the
phenotype observed could be due to an alteration in the Ntnl
expression pattern or in the NTN1 protein distribution. In a
E13.5 frontal section to the midbrain, as previously shown,
the distribution of the Ntnl mRNA observed in the wild type
corresponds with the SNc and VTA locations (Figure 5A). This
mRNA distribution was compared with NTN1 and TH protein
distributions processed by the iDISCO protocol (Figure 5B). This
technique was applied to improve our detection range due to
the low NTN1 protein level in the mutant embryo. The Ntnl
expression is severely affected in the mutant, with a complete
absence of Ntnl in the mantle layer, and a small ventricular
expression is maintained (arrow in Figure 5C). A faint labeling
of the NTNI protein was also detected in the floor plate
ventricular layer (arrow in Figure 5D). Therefore, the phenotype
observed in the Gli2~/~ mutant could be due to the alteration
in the Ntnl expression. The rostral misroute of the fr in the
Gli2=/~, as mentioned above, appears related to an enlarged
A13 dopaminergic nucleus. This population contains the NTN1
protein localized with TH (Figures 5E,F), which could explain
the direction of the tract in this mutant.

To test the possible direct role of Ntnl in the rtf caudal
bending, we placed Ntnl-expressing cells in ONTs, similar to
the experiments described above, and GFP-expressing control
cells (Figure 6A). The control cells did not affect the mHb axon
trajectory (Figure 6B); the NtnI-expressing cells reoriented the fr
tract, modifying their direction toward the rostral region where
the cells were located (Figure 6C). In order to quantify the
misorientation of the tract, we considered as aberrant behavior
the misrouting of more than six axons. This aberrant behavior
was observed in 11.11% of control experiments and in 80% of
Ntnl-expressing cell experiments (n = 9 for control and 10 for
Ntnl-expressing cells; p < 0.01; Figure 6D).

Therefore, Ntnl expression is sufficient to direct the fr
caudal bending. Alterations in this expression produced aberrant
trajectories of the tract.

The fr Phenotype in Nin1 and DCC
Mutant Mice

The compelling evidence obtained in our in vitro assays induced
us to analyze in vivo the Ntnl-DCC system’s role in fr
development. We studied the mHDb axon behavior in the Ntnl
mutant mice (Dominici et al., 2017).

With the aim to elucidate the mHb axonal behavior observed,
we analyzed sagittal and frontal sections of E16.5 Ntnl~/~
embryos labeled against DCC for the mHb fr and TH for
the SNc and VTA. In sagittal sections, comparing the wild-
type (Figure 7A) and the Ntnl —/= (Figure 7B) E16.5 brains,
we detected an abnormal bending of the mHb axons toward
caudal positions. They invaded the basal plate of the pretectal
prosomere, demonstrating their non-attraction to the NtnlI-
deprived SNc and VTA. Some axons displayed abnormal bending
toward different directions including the roof plate (as described
in Belle et al., 2014). To illustrate the spatial relation between
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E12.5

E13.5

FIGURE 4 | Ntn7 and NTN1 in the SNc and VTA. (A,B) Adjacent coronal paraffin section of a unique E12.5 brain. (A) /n situ hybridization for Ntn1. (B) IHC against
TH. (C,D) Adjacent coronal paraffin section of a E15.5 brain. (C) /n situ hybridization for Ntn7. (D) IHC against TH. (E-G) Midbrain coronal section of a E13.5 brain
with fluorescent immunohistochemistry against NTN1 and TH. Both protein and mRNA are localized in the SNc and VTA. (F,G) are the single channels of (E).
Abbreviations: SNc, substantia nigra pars compacta; fr, fasciculus retroflexus; tst, tectospinal tract; VTA, ventral tegmental area. Scale bar: 200 and 100 wm in (E-G).

these structures, we analyzed frontal sections contrasting wild
types and mutants. In the wild type (Figures 7C,D), the mHb
components of the fr tract approximate to the SNc and VTA
pial locations before bending caudally; meanwhile, in the mutant
brains (Figures 7E,F), the SNc and VTA displayed an abnormal
neuronal distribution (described in Brignani et al., 2020), and the
mHb fr appeared partially defasciculated and unable to reach the
pial surface underneath the SNc and VTA.

Once we analyzed the role of the signaling molecule, we
decided to check the phenotype of its receptor loss of function.
We labeled the Hb with Dil of E13.5 DCC™/~ and DCC~/~

ONTs. In contrast with the heterozygous ones (Figure 8A), the
vast majority of mutant mHb axons were stalled in the p2 basal
plate, unable to bend caudally. Some of them, together with
the IHb, bended in an abnormal distance of the floor plate
(Figure 8B). This result coincides with the variable phenotype
shown by Belle et al. (2014). At E15.5, we confirmed, by ROBO3
staining, that the mHb dorsoventral axonal navigation reached
the p2 tegmentum (arrow in Figures 8C,E). In caudal sections,
we were unable to detect the mHbD fr (Figure 8D), despite Belle
et al. (2014) showing its presence, where the mesodiencephalic
dopaminergic neurons were present (Figure 8F). In the absence
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WT
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FIGURE 5 | Ntn7 mRNA and NTN1 protein distribution in E13.5 wild type and Gli2~/~ mutant. (A,B) Midbrain coronal sections of E13.5 wild-type brains labeled
with Ntn1 in situ hybridization (A) and light-sheet fluorescence microscopy images with NTN1 and TH in toto IHC (B). (C-F) Coronal sections of E13.5 Gli2~/~
brains labeled with Ntn1 in situ hybridization (C) and with NTN1 and TH IHC by the iDISCO protocol (D-F). Midbrain level in (C,D) and diencephalic level in (E,F).
Abbreviations: A13, A13 dopaminergic population; SNc, substantia nigra pars compacta; VTA, ventral tegmental area. Scale bar: 200 pum.
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FIGURE 6 | Ectopic Ntn7-expressing cells attract the mHb rostrally in ONTs. (A) Schematic representation of the transfected cells’ location in E12.5 ONTs. Basal
and floor plates are delimited by continuous lines. The floor plate is on the left and caudal to the bottom. (B) Characterization of the control experiment with GFP
transfected cells labeled against GFP and DCC; the fr axons maintained their normal trajectory. (C) Characterization of the experiment with Ntn7-expressing cells
labeled against GFP and DCC; the mHb axons are redirected toward the cells located in the rostral diencephalon. (D) Quantification indicating the percentage of
experiments with a normal or modified trajectory mHb fr. *p < 0.01. Abbreviations: Hb, habenula; Hyp, hypothalamus; Mb, midbrain; p1, prosomere 1 (pretectum);
p2, prosomere 2 (thalamus); p3, prosomere 3 (prethalamus); r1, rhombomere 1; fr, fasciculus retroflexus. Scale bar: 100 pm.

of DCC, the Ntnl secreted by the SNc and VTA did not properly
attract the mHb axons.

In summary, the phenotype observed in both mutants
was similar and confirmed the data obtained in the
in vitro approaches.

DISCUSSION

The fr pathfinding mechanisms have been largely neglected until
the last years. The reinterpretation of the fr trajectory under
the prosomeric model has opened the possibility of properly
understanding the behavior of this tract (Moreno-Bravo et al.,
2016). Among the different key decision points adopted by the

Hb axons during their trajectory, one of the most elusive has
been the caudal bending in the basal p2. To address this question,
we planned to identify the signal and the source involved in
this particular fr navigation event. Considering the neuronal
populations that surround the tract, we identified the SNc and
VTA as potential candidates. Our in vitro and in vivo approaches
have allowed us to prove the role of the SNc and VTA as the
source of the attractive signal and Ntn1 as the attractive molecule
for the mHb axons through the DCC receptor.

Relations of the Hb Axons and the SNc
and VTA

Axonal projections extend throughout extensive regions
following a stereotyped pattern to reach their final target. To
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fasciculus retroflexus; SNc, substantia nigra pars compacta. Scale bar: 200 um.

FIGURE 7 | The fr phenotype in Ntn1~/~. Sagittal section of E16.5 wild-type (A) and Ntn7~/~ (B) brains stained with aDCC. The mHb fr in the mutant displayed an
abnormal trajectory; a bunch of these fibers followed the normal path until the basal plate. At that point, they bended caudally toward caudal positions. The dotted
line in A indicates the section plane in C-F. Coronal sections of a E16.5 wild type (C,D) and Nitn7~/~ (E,F) labeled for TH and DCC. In the mutant, the SNc
presented an abnormal distribution, and the mHb fr was defasciculated and occupied a dorsal position. Abbreviations: mHb fr, medial habenular axons of the

Ntn1~"=

simplify these complex trajectories, the axons may use different
intermediate targets to reach their destination. Then, a long and
complex trajectory is the result of shorter and simpler individual
steps (Bielle and Garel, 2013).

The navigating axons find specific cues located at decision
points where the direction of growth is determined. The
correct distribution, in time and space, of these guidance
cues is essential for the correct wiring of the axonal systems.
In the case of the fr, we reinterpreted its trajectory in the
context of the prosomeric model paradigm. This interpretation
allowed us to describe a key decision point: the arrival
to the p2 basal plate where the axons bend caudally by
navigating longitudinally until its final targets (Moreno-
Bravo et al., 2016). Following this interpretation, we selected
the SNc and VTA as candidate territories to control this
decision point.

The fr is highly related with the SNc. In fact, the SNc is
a direct target of the IHb axons. The mHb axons navigate
longitudinally in contact with the pial surface underneath this
neuronal population. It is known that this relation is reciprocal;
the IHb axons are necessary for the correct navigation of the
dopaminergic mesohabenular projection, a SNc axonal tract to
the IHb (Schmidt et al., 2014).

SNc and VTA Direct the mHb Axons

An important datum that supported our selection is the birth
timing of the SNc and VTA, from E11.5 onward (Abeliovich and

Hammond, 2007). This event occurs simultaneously with the fr
caudal bending (Moreno-Bravo et al., 2016).

First of all, we demonstrated in vitro the role of SNc¢ and
VTA in directing the mHDb axons. Ectopic SNc explants placed in
ONTs were able to redirect the tract and force the rostral bending
of the mHb axons.

The mHb axons specifically express the DCC receptor (Quina
et al., 2009; Schmidt et al., 2014); it has been proposed that this
receptor is involved in the initial dorsoventral trajectory of the fr
tract (Funato et al., 2000). Thus, we decided to test if this receptor
was also involved in the SNc and VTA signaling in our in vitro
system; the blockage of the receptor with the AF5 antibody
prevented the redirection of the mHb axons by the ectopic SNc.
This preliminary result prompted us to check the role of Ntn1, the
specific attractive ligand of DCC (Keino-Masu et al., 1996).

Ntn1-DCC Mechanism Has a Complex

Role in the Guidance of mHb

The Ntnl expression pattern analysis shows a precise and
interesting presence along the territories crossed by the tract.
Ntnl is distributed homogeneously in the ventricular layer of
the floor plate all along the neural tube. We also detected a
strong expression in the mantle layer of the diencephalon and
mesencephalon coincident with the SNc¢ and VTA location.
The presence of this Ntnl-positive population generates a
strong caudal source of attractive signal for the mHb axons.
Furthermore, this Ntnl expression in the SNc and VTA and the
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FIGURE 8 | The fr phenotype in DCC mutant. (A,B) Top view of E13.5 ONTs of DCC*/~ (A) and DCC~/~ (B) mutant embryos labeled with Dil in the Hb. The white
dotted lines define the boundaries between different neuromeres (p2, p1, and Mb). The floor plate is on the left and caudal to the bottom. (C-F) Adjacent coronal
paraffin sections of an E15.5 DCC~/~ specimen at comparable section levels. IHC against ROBO3 (E,F) and TH (G,H). The arrows in (C,E) show the localization of
the frina DCC~/~ mutant. Abbreviations: fp, floor plate; IHb fr, lateral habenular axons of the fasciculus retroflexus; Mb, midbrain; mHb fr, medial habenular axons of
the fasciculus retroflexus; mtg, mammillotegmental tract; p1, prosomere 1 (pretectum); p2, prosomere 2 (thalamus); SNc, substantia nigra pars compacta. Scale bar:
50 wm in (A,B) and 200 wm in C-F.
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normal distribution of dopaminergic neurons generate a more
abundant presence in the caudal part of this population. The
summation of these two effects must be responsible for the caudal
bending of the tract.

Netrin 1 is an extracellular matrix protein involved in cell
adhesion, and its role as a diffusible cue is in doubt (Dominici
et al., 2017; Varadarajan et al., 2017). In the hindbrain, NTN1
in the floor plate is not sufficient to attract commissural
axons; the presence of NTN1 in the basal ventricular layer
is necessary for their correct axonal guidance (Moreno-Bravo
et al., 2019). We could extrapolate that the NTN1 presence in
postmitotic dopaminergic neurons of the SNc and VTA in the
mesodiencephalon is necessary, as an intermediate target, for the
fr. Once it reaches the diencephalic floor plate, the NTN1 source
from the SNc and VTA attracts the mHb axons caudally.

Recently, it has been indicated (Dominici et al., 2017;
Varadarajan et al., 2017; Moreno-Bravo et al., 2019; Brignani
et al., 2020) that the NTN1 protein can been located in axonal
projections or concentrated in the pial surface and not in the
area of the soma of the Ntnl-expressing neurons. The NTN1
presence in the mesodiencephalic dopaminergic neurons has
been recently demonstrated in adult brains, and we have proved
it during development (Dominici et al, 2017; Jasmin et al,
2020). Nevertheless, other authors have also described the NTN1
production by dopaminergic neurons of the developing SNc
and VTA (Livesey and Hunt, 1997; Li et al., 2014; Brignani
et al, 2020). Furthermore, in the NetrinlbGal hypomorph
(Serafini et al., 1996), the mutant allele generates a fusion
protein between NTN1 and BGAL. This fusion protein is trapped
in endosomes, and it is not secreted (Serafini et al., 1996;
Dominici et al., 2017). Ventricular and floor plate cells that
express Ntnl are positive for the fused protein (Figures 1D,E in
Dominici et al., 2017).

Netrin 1 produced by the floor plate participates in chemotaxis
actions, attracting axons. Meanwhile, NTN1 produced by the
ventricular layer is involved in haptotaxis processes, directing
axons by close-contact interactions (Dominici et al., 2017;
Varadarajan et al., 2017; Moreno-Bravo et al,, 2019; Wu et al,,
2019). The fact that SNc and VTA are floor plate derivatives
(Joksimovic et al., 2009) postulates their NTN1 as a chemotactic
effector as we demonstrated in our ectopic transplants in ONTs.
The mHb fr axons were strongly derailed by the presence of
the ectopic source.

The location of ectopic SNc in our in vitro experiments
must have remodeled the existing NtnI location and produced
the redirection observed. To prove the direct role of Ntnl,
we placed Ntnl-expressing cells in the ONTs. They were able
to mimic the phenomenon observed, and therefore, Ntnl is
necessary and sufficient to direct the mHb axons along the
longitudinal axis.

Once we proved in vitro the Ntnl-DCC interaction in the
mHb axons, we decided to confirm in vivo the results obtained.
We analyzed Ntnl and DCC loss-of-function mice strains. First
of all, we were puzzled by the fact that we found some mHb
axons navigating ventrally from the Hb into the p2 basal plate,
a phenomenon also observed by Schmidt et al. (2014). This
behavior could be due to the fact that the thalamic and pretectal

alar plates are impermissible to the Hb axon entrance by the
interactions of Nrp2, Sema3F, and Sema5a, among others (Funato
et al., 2000; Sahay et al., 2003; Kantor et al., 2004). Therefore, the
ventral growth of the Hb axons is not only toward the repulsive
direction. Nevertheless, it was postulated by Funato et al. (2000)
that Ntn1-DCC is the attractive mechanism responsible for
the initial dorsoventral trajectory of the mHb axons, but this
mechanism is not common for all mHb axons.

In the Ntnl mutant, a small number of axons are directed
in bizarre directions, even parallel to the pretectal roof plate (as
observed by Belle et al., 2014). The main tract is able to move
ventrally, but it turns caudally as soon as the axons enter in the
diencephalic basal plate far away from the floor plate. In the DCC
mutant, the phenotype is even stronger; the vast majority of fr
axons remain stalled as soon as they enter the thalamic basal plate.
Only a few axons are able to turn caudally in an ectopic position
(Belle et al., 2014).

It is interesting to discuss that the DCC-positive mHb axons
are attracted by the Ntnl-positive SNc and VTA but are not able
to penetrate in its territory. Meanwhile, DCC-negative IHb axons
are able to innervate the SNc neurons. This fact must be due to the
presence of close-contact inhibitory signals for the mHb axons
that do not affect the IHb fibers. We cannot discard the presence
of additional attractive signals for the IHb axons.

To summarize, the role of SNc and VTA as intermediate
targets is to orchestrate the accurate Ntnl location. This
distribution, in the correct temporospatial moment, generates the
necessary signal for the caudal bending of the DCC-expressing
fr mHb axons. Future experiments will be needed to unveil the
mechanisms involved in the mHb axon arrival to the r1 and their
characteristic crisscross of the floor plate as they innervate the
IP nucleus. It is important to underline that the understanding
of the developing processes needed for the correct wiring of
the limbic system will allow us to detect possible alterations
in human brains. Small alterations in this connectivity could
account for the symptoms observed in mental diseases associated
with the Hb complex.
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Anexos

Anexo 1B:

Rol de Wnt1 en el desarrollo de la Habénula y el fasciculo
retroflejo.
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Whnt1 Role in the Development of the
Habenula and the Fasciculus
Retroflexus

Verdnica Companyt, Ana Moreno-Cerdat, Abraham Andreu-Cervera,
Raquel Murcia-Ramon, Francisca Almagro-Garcia, Diego Echevarria, Salvador Martinez
and Eduardo Puelles*

Instituto de Neurociencias de Alicante, Universidad Miguel Hernandez-CSIC, Sant Joan d’Alacant, Spain

Wnt1 is one of the morphogenes that controls the specification and differentiation
of neuronal populations in the developing central nervous system. The habenula is
a diencephalic neuronal complex located in the most dorsal aspect of the thalamic
prosomere. This diencephalic neuronal population is involved in the limbic system and its
malfunction is related with several psychiatric disorders. Our aim is to elucidate the Wnt1
role in the habenula and its main efferent tract, the fasciculus retroflexus, development.
In order to achieve these objectives, we analyzed these structures development in a
Wnt1 lack of function mouse model. The habenula was generated in our model, but it
presented an enlarged volume. This alteration was due to an increment in habenular
neuroblasts proliferation rate. The fasciculus retroflexus also presented a wider and
disorganized distribution and a disturbed final trajectory toward its target. The mid-
hindbrain territories that the tract must cross were miss-differentiated in our model.
The specification of the habenula is Wnt7 independent. Nevertheless, it controls its
precursors proliferation rate. Wnt7 expressed in the isthmic organizer is vital to induce
the midbrain and rostral hindbrain territories. The alteration of these areas is responsible
for the fasciculus retroflexus axons misroute.

Keywords: Wnt1, habenula, fasciculus retroflexus, proliferation, differentiation

INTRODUCTION

The habenula (Hb) is a phylogenetically conserved bilateral nucleus (Aizawa et al., 2011; Schmidt
and Pasterkamp, 2017; Zahm and Root, 2017). This structure is at the most dorsal part of the
diencephalic thalamic prosomere (p2; Puelles, 2019), and together with the pineal gland and the
stria medullaris (sm) comprises the epithalamus (Hikosaka, 2010; Schmidt and Pasterkamp, 2017;
Zahm and Root, 2017). The Hb is divided into the medial habenula (mHb) and the lateral habenula
(IHb) that differ among them in their connectivity, neurochemical characteristics, and related
functions (Andres et al., 1999; Schmidt and Pasterkamp, 2017; Zahm and Root, 2017; Roman
et al., 2020). The IHb is the larger one in surface but the lower in neuronal density (Hashikawa
et al., 2020; Wallace et al.,, 2020). This original subdivision has been further subdivided into
different subpopulations defined by transcriptomics. Thus, the IHb is divided into nine differential
subpopulations and the mHb into six subpopulations plus an intermediate subpopulation named
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HbX (Wagner et al, 2016). These subdivisions have been
simplified but corroborated by single cell RNAseq experiments
(Pandey et al., 2018; Hashikawa et al., 2020; Wallace et al., 2020).

The vertebrate Hb is one of the components of the dorsal
diencephalic conduction system, a highly conserved limbic
pathway that links the forebrain with the monoaminergic system
(Sutherland, 1982; Zahm and Root, 2017; Fakhoury, 2018;
Roman et al, 2020). This system originates in the forebrain,
projects through the sm to the Hb complex that projects
to the interpeduncular nucleus (Ip) in the hindbrain and
monoaminergic nuclei in the midbrain, mainly through the
fasciculus retroflexus (fr), the main Hb efference (Zahm and
Root, 2017). This tract develops following a complex trajectory
(Moreno-Bravo et al., 2016). Due to its projections toward these
mesencephalic monoaminergic nuclei, the Hb has a role in their
functional regulation (Schmidt and Pasterkamp, 2017; Zahm
and Root, 2017). This fact implies the Hb in behaviors such
as learning, social behavior, value-based decision making or
avoidance of negative stimuli (Okamoto et al., 2012, 2021; Amo
et al., 2014; Koppensteiner et al., 2016; Schmidt and Pasterkamp,
2017; Loonen and Ivanova, 2019; Cherng et al., 2020; Hu et al,,
2020; Nakajo et al., 2020). It is also involved in mechanisms
related to pain modulation, fear and anxiety, helpless behavior,
mood disorder and drug addiction (Agetsuma et al., 2010; Lee
et al., 2010; Jesuthasan, 2012; Okamoto et al., 2012; Mathuru and
Jesuthasan, 2013; Batalla et al., 2017; Mathuru, 2018; Roman et al.,
2020). Finally, it is also implicated in some psychiatric disorders
including major depression or schizophrenia, as well as some
neurological disorders like Parkinson’s disease (Hikosaka, 2010;
Nakajima et al., 2013; Benarroch, 2015; Schmidt and Pasterkamp,
2017; Hu et al., 2020).

The HD receives inputs from limbic forebrain areas as the
septum, basal ganglia and hypothalamus among others through
the sm. Once these inputs are integrated in the Hb, efferent
fibers project through the fr. This tract consists of two regions,
a core of mHDb axons and a shell of fibers from the IHb (Roman
et al., 2020). The core innervates the Ip nucleus after crossing
the floor plate several times (Ramon y Cajal, 1909; Contestabile
and Flumerfelt, 1981; Klemm, 2004). Finally, IHb axons innervate
monoaminergic areas, the rostromedial tegmental nucleus, the
substantia nigra pars compacta (SNc), and the ventral tegmental
area (VTA) in the midbrain involved in the release of dopamine
(Jhou et al., 2009). Meanwhile, axons from the Ip nucleus project
to the median and dorsal raphe nuclei, involved in the release
of serotonin. This tract also has ascending projections from SNc
toward the IHb (Hikosaka, 2010; Schmidt et al., 2014; Fakhoury,
2018). These data demonstrate that the Hb is an information relay
station between the forebrain and the midbrain and hindbrain
(Bianco and Wilson, 2009; Schmidt and Pasterkamp, 2017; Fore
et al., 2018; Grillner et al., 2018; Loonen and Ivanova, 2019)
and it is involved in the modulation of catecholaminergic system
(Hikosaka et al., 2008; Hikosaka, 2010).

Complex molecular programs control the morphogenesis
and the wiring of the developing Hb (Schmidt and Pasterkamp,
2017). The Hb anlage derives in vertebrates from the alar
plate of p2 (Martinez-Ferre and Martinez, 2012; Beretta
et al,, 2013), a domain defined by the expression of specific

transcription factors. Three families of morphogenes confluence
in this Hb primordium for its specification, differentiation
and proliferation: Fibroblast growth factors (Fgfs), bone
morphogenetic proteins (Bmps), and wingless-int factors (Wnts;
Masai et al., 1997; Barth et al.,, 1999; Kazanskaya et al., 2000;
Regan et al., 2009).

Wt family is a group of genes that are involved in embryonic
development, especially in controlling the embryonic pattern
(Ciani and Salinas, 2005; Bengoa-Vergniory and Kypta, 2015;
Brafman and Willert, 2017). This family is also involved in cell
differentiation, polarization, migration during development and
programmed cell death (Ciani and Salinas, 2005; Brafman and
Willert, 2017; Taciak et al., 2018).

Whnt signaling acts together with other signal molecules.
It is required for the induction of the midbrain-hindbrain
boundary, which is an important organizing center (Ciani and
Salinas, 2005; Brafman and Willert, 2017). In this case, it
acts together with Fgf8 in a regulatory network (Brafman and
Willert, 2017). Wntl is expressed in the dorsal part, and it is
necessary for the maintenance of Fgf8 expression. This molecule
is essential for the induction of the midbrain and the cerebellum
(Ciani and Salinas, 2005). Its direct role in the differentiation
program of the mid-diencephalic dopaminergic neurons has
been demonstrated (Prakash et al., 2006). Besides, it has been
observed that WntI is responsible for the regionalization of the
diencephalon being also expressed along this region until the
p2/p3 boundary. In fact, in the absence of Wntl, an altered
diencephalic structure is observed because it is needed for a
proper DV patterning (Navarro-Garberi et al., 2016). Recent
studies report evidence for the requirement of the Wnt pathway
in the development of the habenular complex (Schmidt and
Pasterkamp, 2017; Roman et al, 2020). In Zebrafish, it has
been demonstrated that Wntl function is required for the
correct specification of the dorsal Hb medial (equivalent to a
subnucleus of the murine mHb; Beretta et al., 2013; Hiisken
and Carl, 2013; Guglielmi et al., 2020). Moreover, the alteration
of wls, a gene that codifies a protein necessary for WNT
secretion, results in a dHb reduction and the absence of vHb
(Kuan et al., 2015).

All this information prompted us to hypothesize that WntI
plays a key role in the specification and differentiation of the
habenular complex as well as in the formation of the fr, its main
efference. In order to demonstrate this hypothesis, we studied
the role of Wntl in the habenular and fasciculus retroflexus
embryonic development using a mouse model null for WntI
compared to a wild type (wt).

MATERIALS AND METHODS

Mouse Strains

For staging, the day when the vaginal plug was detected was
considered as embryonic day 0.5 (E0.5). 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
Herndndez OIR Committee (2016/VSC/PEA/00190). The
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Wnt1~/~ transgenic mouse line generation and genotype were
previously described in McMahon et al. (1992).

Bromodeoxyuridine Injections

Pregnant mice were intraperitoneally injected 5 pl/gr of body
weight with Bromodeoxyuridine (BrdU; 5 mg/ml) at the desired
gestational stage (E11.5-E13.5) and sacrificed 2 h later. Embryos
were fixed overnight in 4% Paraformaldehide (PFA) and washed
in Phosphate Buffered Saline (PBS).

Axonal Tracing

Brains were fixed 1 h in 4% PFA and embedded in 4% agarose
in PBS. Afterward, brains were sectioned in coronal plane with
a vibratome until reaching the habenular nucleus. At this point,
the fluorescent crystals were placed in both habenulae: Dil (1,1’-
dioctadecil 3,3,3/,3'-tetra-metilindocarbo-cianina perchlorate;
Molecular Probes) on one side and DiD (1’-dioctadecyl-3,3,3',3'-
tetramethylindodicarbocyanine, 4-chlorobenzenesulfonate salt;
Molecular Probes) on the contralateral side. Samples were left at
37°C in 4% PFA until crystal had diffused along the retroflexus
tract. Labeled brains were sectioned in the vibratome and THC
processed without detergent to avoid the signal loss.

Immunohistochemistry and In situ
Hybridization

Mouse embryo brains were fixed overnight in PFA in PBS.
Samples were agarose-embedded and sectioned at 100 pm in
coronal or sagittal planes by vibratome or wax embedded and
sectioned at 10 pm by microtome.

For THC, it was performed as previously described (Murcia-
Ramén et al., 2020). The primary antibodies used were:
oTH (1:1,000; 208020234/Inst. J. BOY), oNTN-1 (1:500;
MABI1109/RD Systems), aDCC (1:100; sc-6535/Santa Cruz),
aCNTN2 (1:500; AF4439/RD Systems), oNFEM (1:500;
AB1987/Chemicon), aBrdU (1:200; MO0744/Dako), aCALB
(1:1,000; CB-38/Swant), «ROBO3  (1:300; AF3076/RD
systems), aSOX2 (1:500; ab97959/Abcam) and NFEM
(1:1,000; Ab7794/Abcam).

For ISH, embryonic brains were washed three times for 20 min
with detergent mix (1% IGEPAL, 1% SDS, 0.5% Deoxycholate,
50 mM Tris pH 8, 1 mM EDTA, 150 mM NaCl). Afterward,
brains were post fixed in 4% PFA and rinsed in PBS. The next
step was the pre-hybridization with hybridization buffer (50%
Deionized Formamide, 5x Salt sodium citrate (SSC) pH 5.3,
50 mg/ml Heparin, 0.1% Tween 20). Hybridization chamber
was prepared with the pre-hybridization mix (50% formamide,
5x SSC, 50 pg/ml heparin, 50 pg/ml tRNA, 50 pg/ml ssDNA,
0.1% Tween-20) for 1 h at 65°C. Then, the Digoxigenin-labeled
RNA probe (Fgf8, Addgene plasmid #22090) was denaturalized
at 80°C and the tissue was incubated in hybridization buffer
with the probe overnight at 65°C. Samples were washed 4 times
for 30 min at 65°C with 2x SSC pH 5.3, 50% formamide, 1%
SDS. Three additional washes of 5 min and one of 30 min
were carried out with 1x MABT (MAB solution (500 mM
Maleic acid, 750 mM NaCl, 0.95M NaOH pH 7.5) and 0.1%
Tween-20). Next step was to incubate embryos with 2% RBR

(Roche Blocking Reagent) and MABT for 1 h. Then, brains were
blocked with 2% RBR, and 20% Sheep Serum in MABT for 1
h. Then, samples were incubated in a wet chamber overnight
at 4°C with an alkaline phosphatase-coupled anti-digoxigenin
antibody (11207733910/Roche) prepared in the blocking solution
at 1:2,000. The following day, samples were extensively washed
with MABT. Then, before the color reaction, samples were
washed with NTMT (100 mM NaCl, 100 mM Tris-HCl pH
9.5, 50 mM MgCl,, 1% Tween20). The NBT/BCIP (Boehringer,
Mannheim) was used as a chromogenic substrate to detect
the probes. The alkaline phosphatase reacts with this substrate
producing a solid precipitate.

iDISCO

E18.5 fixed brains were boiled in 0.01M sodium citrate at 80°C
for 8 min and dehydrated with 90 min methanol washes at
increasing concentration (20, 40, 60, 80, 100%). Brains were left
overnight in 100%methanol at room temperature (RT). Next day,
brains were incubated overnight at 4°C in a solution consisting
of 1/3 100% methanol and 2/3 DCM (dichloromethane). The
following day, brains were washed twice with methanol 100%
for 1 h. At this point, brains were incubated in a solution of
5% hydrogen peroxide prepared in 100% methanol overnight
at 4°C. The next day, brains were rehydrated in descending
methanol concentrations. After that, brains were washed twice
for 1 h at RT with PTx2 (10x PBS, 2% TritonX-100) and
were incubated overnight at 37°C with permeabilization solution
(0.3 M glycine, 20% DMSO in PTx.2). After this time, brains
were incubated overnight with blocking solution (6% donkey
serum, 10% DMSO in PTx.2) at 37°C. Then, samples were
incubated for 10 days at 37°C with the primary antibody
solution: aTH (1:1,000; N° 268020234/Institute Jacques Boy Cat),
aROBO3 (1:300; AF3076/RD systems). Brains were extensively
washed with PTwH (0.2% Tween 20, 0.01% heparin in 1x PBS).
Afterward, samples were incubated overnight at 37°C with the
secondary antibody solution prepared at 1:500 (5% DMSO and
3% Donkey serum in PTwH). This solution was previously
filtered with a 0.2 pm filter. The following day they were washed
with PTwH and dehydrated with methanol. Once dehydrated,
brains were incubated with a solution of 2/3 DCM and 1/3
100% methanol. Then, samples were immersed in DCM twice
for 30 min and were stored in BDE (Benzyl ether) until being
processed. In all the steps, the brains are kept in movement to
improve the processes.

Cresyl Violet Staining

Sections were immersed in Cresyl Violet for 3-4 min and were
submerged twice in distilled water for 2-3 min. Then, samples
were washed with ethanol at increasing concentration (70, 96,
100, and 100%). Finally, samples were immersed in xylol twice
and covered with Eukitt Clasic Mounting Medium.

Image Acquisition, Image Processing,

and Data Analysis
Fluorescent images were acquired with confocal microscope
Leica SPE II whereas bright field images were acquired with
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a camera (Leica DFC500) associated with a stereomicroscope
(Leica MZ16FA). 3D imaging was performed with a light-sheet
fluorescence microscope (Ultramicroscope II, LaVision BioTec)
and processed with Imaris software X64 9.3.0. Figures were
composed with Adobe System software (CS6).

The proliferation assay was quantified by the area occupied by
the red fluorophore using the measure tool of the Fiji software
(ImageJ 1.53C). To do this, the image was binarized and the
percentage of area occupied by white points was measured. The
habenular volumes were measured with the surface tool of the
Imaris software.

Statistical analysis was performed with unpaired f-test using
GraphPad Prism 8.4.3 software.

RESULTS
Wnt1-/~ Habenular General Phenotype

In order to have a first overview of the possible phenotype
displayed by our mouse transgenic model, we analyzed E18.5
Wntl~/~ and wt brains in sagittal sections. In the wt, by
cresyl violet staining, we observed the general histology of
the brain. The Hb was located in the most dorsal aspect of
the thalamic prosomere (Figure 1A). From its ventral tip, we
detected the fr extending toward the diencephalic tegmentum
before bending caudally toward its main hindbrain target, the Ip
nuclei (Figure 1A; see Figure 1 in Moreno-Bravo et al., 2016).

With the aim to discern between the mHb and IHb
axons, we studied the distribution of specific markers for
each axonal projection. CNTN2 protein is specifically located
in mHb axons (Figure 1B) and NFEM protein in IHb
axons (Figure 1C). Note that NFEM distribution is slightly
wider than CNTN2, this is due to the fact that mHb
axons occupied the core of the fascicle meanwhile the 1Hb
axons are located in the shell (compare Figures 1B,C). In
Wnt1~/~ brain, the Hb territory appeared wider in its
anteroposterior axis and the thalamic territory displayed a
clear size reduction (Figure 1D). The fr showed a slightly
abnormal appearance (Figure 1D). Core and shell fr specific
markers allowed us to distinguish a wider distribution of the
mHb axons (arrow in Figure 1E) as well as in the case of
the IHb axons (arrow in Figure 1F). Other diencephalic tracts
such as the posterior commissure and the mammillothalamic
and mammillotegmental tracts did not display any apparent
alteration (Figures 1E,F).

Habenular Volumes and Subnuclei

Organization Analysis in Wnt1—/-

To confirm our first results, we analyzed ROBO3 distribution
(mHb marker) by iDISCO in E18.5 brains with the aim to
calculate the mHb volume in mutants compared to wt embryos.
In a lateral view of the scanned brain, we were able to observe
the full extension of the mHb as well as the initial fr portion
(Figure 2A). In the mutant brain, the mHb displayed an
abnormal and enlarged shape (Figure 2B). Also, the initial fr
portion displayed a wider appearance (Figure 2B). The iDISCO
scanned brains allowed us to quantitatively measure the volume

occupied by both mHb. The Wnt1~/~ Hb volume was larger than
the wt, being the difference among them statistically significant
(Figure 2C; Unpaired t-test, p < 0.0001).

Once we demonstrated the enlargement of the habenular
territory, we aimed to analyze the main subdivisions distribution
in the Wnt1=/~ Hb compared to the wt. We grouped the
different subnuclei in four divisions of the habenular complex.
The mHb was formed by a medial division (mHbm) and a
lateral division (mHbl) and the IHb was subdivided as well
in a medial division (IHbm) and a lateral division (IHbI).
Then, we analyzed several markers for the different territories.
The NFEM protein distribution strongly labeled the sm in
both samples (Figures 3A,B). It was absent from the mHb
divisions meanwhile in the IHb divisions was weakly present,
no obvious difference was found between the mutant and
the wt (Figures 3A,B). CALB presented a complex pattern,
it was strongly located in the medial aspect of the IHbm.
Meanwhile in the mHbI presented a gradient distribution pattern
from dorsal to ventral. Again, we did not find any obvious
alterations between mutant and wt (Figures 3C,D). DCC,
marker of the mHb, was homogeneously found in the mHb
divisions and a weaker distribution in the IHb divisions. Again,
no differences were found between samples (Figures 3E,F).
CNTN2 protein, a mHb marker, strongly labeled the mHbm
but also presented a scattered distribution in the mHbI. In the
IHb divisions we observed some mHb axons fasciculating the
initial fr. Once again, no significant difference was observed
(Figures 3G,H). Finally, we analyzed SOX2 distribution pattern
which specifically labeled the periventricular layer of the mHbm,
and it specifically labeled in the ventrolateral subnuclei in the
mHbl division. Once again, this labeling was observed in both
samples (Figures 3L]J).

Summarizing, no defects were observed in the cellular
organization of both mHb and IHb. Nevertheless, it must be
pointed out that the mutant Hb displayed a general abnormal
flattened shape when compared with the wt Hb.

Proliferation Analysis of the Habenular

Complex

With the aim to unveil the reason for the abnormal growth of
the habenular territory, we did proliferation assays analysis. From
E11.5 to E13.5 (time window for the habenula differentiation;
Funato et al,, 2000; Belle et al., 2014), we collected embryos
2 h after a BrdU pulse was injected intraperitoneally to the
pregnant females on the given day. Thereafter, we compared the
proliferation between wt and mutant embryos.

At E11.5, when we compared the wt (Figures 4A,B) with the
Wntl~/~ (Figures 4C,D), the proliferation was slightly higher in
the mutant (Figure 4E). However, at E12.5, the proliferation in
the wt (Figures 4F,G) in contrast to the WntI —/= (Figures 4H,I)
displayed the strongest difference (Figure 4J). Finally, at E13.5
the correlation between the control (Figures 4K,L) and the
mutant (Figures 4M,N) also showed a significant variation
(Figure 40). Summarizing, the Wnt1~/~ mice displayed a higher
proliferation rate in the habenular territory in all the analyzed
periods showing the highest difference at E12.5.
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FIGURE 1 | Wnt1~/~ habenular general phenotype. E18.5 wt (A=C) and E18.5 Wnt1~/~ brain sagittal sections (D-F). (A,D) Are stained with cresyl violet, (B,E) are
labeled for CNTN2 (as mHb marker), and (C,F) for NFEM (as IHb marker). The tract was thicker (arrows in E,F), and the Hb was larger in the mutant embryo. Five
samples of each genotype have been analyzed. fr, fasciculus retroflexus; Hb, habenula; mtg, mamillotegmental tract; mth, mamillothalamic tract; Th, thalamus; ac,
anterior commissure; Ip, interpeduncular nucleus; pc, posterior commissure; CV, cresyl violet. Scale bar: 200 um.

Altered fr Trajectory in Wnt1—/—

Having described the Hb phenotype, and the affected mechanism
that underlined it, we focus our attention on the fr trajectory,
main efferent tract of the Hb complex. First, we compared in
sagittal sections the mHb fr trajectory (by CNTN2 labeling) with
the SNc localization (by TH labeling) at E15.5. In the wt, the
mHDb reached the basal thalamic territory in close contact with
the SNc (Figure 5A). However, in the Wntl1~/~, the SNc was
strongly reduced and a thicker mHb fr mainly followed the
normal trajectory (Figure 5B). Nevertheless, a bunch of fibers

adopted abnormal directions (arrows in Figure 5B). In order
to study the fasciculation and final trajectory of the full tract
(mHDb and IHb), we placed lipophilic dyes on E15.5 normal and
mutant Hbs (Dil on the right Hb and DiD on the left Hb). In a
diencephalic frontal section, we observed in the wt two compact
fr, each one labeled with the specific dye (Figure 5C). In the
Wnt1~/~, the fascicles occupied a broader domain and a slight
defasciculation was detected (arrow in Figure 5D). It is known
that in the last caudal portion of the fr, the fibers crossed the
mes-rombencephalic boundary and the mHb axons criss-crossed

Frontiers in Cell and Developmental Biology | www.frontiersin.org

October 2021 | Volume 9 | Article 755729


https://www.frontiersin.org/journals/cell-and-developmental-biology
https://www.frontiersin.org/
https://www.frontiersin.org/journals/cell-and-developmental-biology#articles

Company et al.

Whnt1 Role in Habenular Development

¢ __ Habenular volume

FE a8 ki

E 2.0 2

2 T
FIREE ;

L. ]

E 104 A=

-

E 0.5

= 00 T T

= WT  Wnt1

FIGURE 2 | Medial habenular volumes analysis in Wnt1~/~. Lateral views of

E18.5 wt (A) and Wnt71~/~ (B) brains analyzing ROBO3 distribution by
iDISCO. We can observe the mHB and the initial fr portion. (C) Significance
among wt (n = 6) and Wnt7~/~ mHb volumes (n = 4) was analyzed by an
unpaired t-test. Significant differences were found (**** < 0.0001), being the
mutant mHb volume larger than the wt. fr, fasciculus retroflexus; mHb, medial
habenula. Scale bar: 200 pwm.

the floor plate to innervate its target, the IP nucleus. Thus, in
the wt, once the fibers crossed the dopaminergic territory, we
nicely observed the characteristic eight shaped pattern of the
mHb axons innervating the Ip nucleus (Figure 5E). Meanwhile,
we confirmed in the Wnt1~™/~ mice that the dopaminergic
neurons showed a dramatic reduction and an abnormal trajectory
of the Hb fibers (Figure 5F). The Hb axons were able to go
through the mid-hindbrain boundary, but once located in the
rhombencephalon not all of them were able to cross the midline
but only just one time (arrow in Figure 5F). Finally, we studied
the distribution of mHb (labeled by CNTN2) and 1Hb axons
(labeled by NFEM) in the fr. In the wt, the mHb axons occupied
the core of the fascicle, whereas the IHb are distributed in the
sheath (Figure 5G). In the Wnt1~/—, the mHb axons were still
located in the core of the fascicle but the IHb axons presented
a less compacted distribution and we found some intermingled
fibers (Figure 5H).

Taking the technical advantage of observing the specimen in
a 3D way we analyzed the full trajectory of the fr with iDISCO
protocol. We processed E18.5 mutant and wt brains for whole
mount immunohistochemistry with ROBO3 for mHb and its
projections and TH for the dopaminergic populations. In the
wt, in a lateral 3D vision we observed the complete trajectory,

first in its dorso-ventral path and in its final rostro-caudal
portion and how it is strongly related with the mes-diencephalic
dopaminergic neurons (Figures 6A,B and Supplementary Video
1). In a frontal view, we were able to show how the fibers
reached the pial surface at both sides of the floor plate before they
bend caudally and criss-cross the floor plate (Figures 6C,D and
Supplementary Video 1). In the WntI~/~ mutant embryo, in a
lateral view we confirmed the reduction in dopaminergic neurons
and the thicker mHb fr that displayed an abnormal final trajectory
(Figures 6E,F and Supplementary Video 2). Consequently, in
a frontal view, we clearly detected the aberrant trajectory that
the axons followed once they reached the isthmic territory and
the abnormal floor plate cross of the fibers (Figures 6G,H and
Supplementary Video 2).

Altered Territories in the Wnt1-/— fr
Pathway

The specification of the mesencephalic and rostral
rhombencephalon is controlled by the isthmic organizer
(IsO). This secondary organizer expresses a combination of
morphogens that include WntI and Fgf8, among others. The
alteration of any of these genes produces a strong malfunction of
this vital organizer. The fr misdirection in the Wnt1~/~ could
be due to alterations in the specification of the territories that it
must navigate. In order to proof this, we first studied the Fgf8
expression pattern. In the wt at E10.5, Fgf8 was expressed in the
isthmic constriction and in the anterior neural ridge (Figure 7A).
In the Wnt1~/~ mutant, the Fgf8 expression is strongly reduced
but it was not absent (arrow in Figure 7B). Rostrally, the IsO
induces the specification of the dopaminergic populations.
As recently demonstrated (Company et al., 2021), the Ntnl
expression by these populations are necessary for the correct fr
trajectory. In the wt, in a midbrain frontal section we observed
the correlation between the dopaminergic populations and the
NTN1 distribution (Figure 7C). In the Wnt1~/~ mutant, we
confirmed the dramatic reduction of dopaminergic neurons
and how this alteration produced a NTN1 deprivation in the
territory (arrow in Figure 7D). Finally, we studied the Ip nucleus,
final target of the mHb axons. We detected the Ip location
by cresyl violet staining (arrow in Figure 7E) and the mHb
axons terminals labeled by CNTN2 allowed us to confirm the
Ip identification (arrow in Figure 7F). In the WntI~/~ mutant
embryo, the Ip area did not show any apparent alteration (arrow
in Figure 7G). However, the CNTN2 labeling confirmed us the
Ip localization (arrow in Figure 7H). The Ip nucleus was indeed
specified but its neuronal distribution was slightly abnormal.

DISCUSSION

The Hb localization in the most dorsal aspect of the thalamic
prosomere (Martinez-Ferre and Martinez, 2012) leads us to
hypothesize that this important neuronal population must be
under the control of the well-known dorsalizing morphogen
activity produced by roof plate. Wntl, among others, is one
of these morphogenes (Navarro-Garberi et al., 2016; Brafman
and Willert, 2017). Therefore, our aim in this work was to
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FIGURE 3 | Analysis of the habenular subnuclei organization. E18.5 wt (A,C,E,G,l) and E18.5 Wnt1~/~ (B,D,F,H,J) brain coronal sections. (A,B) labeled by
immunohistochemistry against NFEM as IHb marker. (C,D) labeled against CALB, (E,F) DCC, (G,H) CNTN2 and (l,J) SOX1 as mHb markers. Four samples of each
genotype have been analyzed. Th, thalamus; sm, stria medullaris; mHbm, medial division of the medial habenula; mHbl, lateral division of the medial habenula; IHbm,
medial division of the lateral habenula; IHbI, lateral division of the lateral habenula. Scale bar: 200 pm.

analyze the role of Wnt1 in the development of the habenula and  programs of the neuronal populations (Brafman and Willert,

its efferent tract. 2017). On the other hand, they regulate the proliferation rate
of the neuroblast that will give rise to the different neurons

Wnt1 Effect in Habenular Development (Cayuso and Marti, 2005).

Morphogenes are crucial for the proper development of neuronal Our results indicate that Wntl is not directly related with

populations at least in two aspects. On one hand, they specify  the specification of the habenular neurons as we were able to
the genetic cascades that direct the specific differentiation identify all the different subnuclei that compose this complex.
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FIGURE 4 | Proliferation analysis. Brain coronal sections at embryonic stages E11.5 (A-D), E12.5 (F-l), and E13.5 (K=N). Pregnant mice were injected with BrdU on
the designated day. The embryos were collected 2 h later. Immunofluorescence against BrdU (B,D,G,l,L,N) showed more proliferation in the Wnt1 =/~ brains than in
the wt brains (E,J,0). Significance among wt and Wnt1~/~ proliferation was analyzed by an unpaired t-test. Significant differences were found (E * < 0.05;

J ** < 0.001; O ** < 0.01), being proliferation in the mutant higher than in the wt. Four samples of each genotype have been analyzed. Hb, habenula. Scale bar:

Wnt1-~

E E11.51E11.5

e *
8 a4
g -]
&
CES .
E _Ta
o -
c * *
= 'l 3
i
Lo
o T T
T W1
] E12.5IE12.5
d= HEw
2 3 -+
o :
H
T £
E
E -
= 19 L
=
R e
L | sink1-
O E13.5IE135
*k
Il-
2 1
g
3 :
"=E 3. ..1.....
AN
1_ e
=  ;
{19
o —
W Wt

This result is in contrast to the differentiation changes observed
in the dorsal Hb (equivalent to mammal mHb) of Zebrafish
in the lack of Wntl or the absence of ventral Hb (equivalent
to mammal 1Hb) and mis-specification of the dorsal Hb in
the complete blockage of the Wnt signaling in the wls mutant
(Beretta et al., 2013; Hiisken and Carl, 2013; Kuan et al., 2015;
Guglielmi et al., 2020). The strong differences in habenular
organization and also the strong asymmetry found in Zebrafish

may explain the phenotype variances found between these two
vertebrate models. The alterations observed in the zebrafish
wls mutant suggest that other Wnt members must be involved
in the specification of the habenular territory. Nevertheless,
the increased habenular volume in the mutant indicated that
Whntl is involved in the control of the number of habenular
neurons. The phenotype observed can be due to two different
phenomena. The Wntl lack of function can induce a change
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Wild type

FIGURE 5 | Studly of the fr phenotype in Wnt1~/~ mutant. E15.5 wt (A) and Wnt71~/~ brain sagittal sections (B) stained against CNTN2 (mHb marker; white) and
TH (green). Dil (right fr; red) and DiD (left fr; white) labeling and TH immunofluorescence (green) in coronal sections of an E15.5 wt (C,E) and Wnt7~/~ mutant brain
(D,F) at two different levels. Coronal sections of an E15.5 wt (G) and Wnt7~/~ mutant brain (H), stained with NFEM (as IHb marker; red) and CNTN2 (as mHb
marker; green). The arrow in (B) indicates the aberrant axonal navigation. The arrow in (D) indicates the abnormal fr shape. The arrow in (F) indicates the abnormal
cross of the floor plate. The dashed line labels the mid-hindbrain boundary. Four samples of each genotype have been analyzed. fr, fasciculus retroflexus; IHb lateral
habenula; IHb fr, lateral habenular axons of the fasciculus retroflexus; Mes, mesencephalon; mHb, medial habenula; mHb fr, medial habenular axons of the fasciculus
retroflexus; Rhomb, rhombencephalon; SNc, substantia nigra pars compacta Th, thalamus; VTA, Ventral tegmental area. Scale bar: 200 pm.

in the differentiation program of the thalamic neuroblast and modify the proliferation rate of the habenular progenitors
modify their destiny into habenular neurons (Martinez-Ferre and give rise by increment to a larger habenular complex
et al, 2013). Another possibility is that this absence can (Cayuso and Marti, 2005).
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FIGURE 6 | 3D study of the fr and SNc phenotype in Wnt1~/~. Lateral
(A,B,E,F) and frontal (C,G,D,H) view of E18.5 wt (A-D) and Wnt1~/~ (E=H)
brains labeled against TH (white) as SNc marker and ROBO3 (magenta) as
mHb marker with iDISCO protocol. These 3D views allowed us to follow the
trajectory of the mHb fr tract and its relation with the dopaminergic
populations by TH. In the mutant (G,H), we clearly observed the tract
trajectory altered (arrows) and a drastic reduction of dopaminergic populations
in the mid-diencephalic territory (E,G). Six samples of each genotype have
been analyzed. fr, fasciculus retroflexus; mHb, medial habenula; SNc,
substantia nigra pars compacta; VTA, ventral tegmental area. Scale bar:

400 pm

Nevertheless, the fact that the mHb subpopulations did not
change their size proportions among them prompted us to
discard this first hypothesis. However, the strong increment

in the proliferation rate of the habenular neuroblasts that we
have shown supports the second hypothesis. The decrease in
the thalamic territory could also be explained by a reduction
in its proliferation rather than a change in their identity.
Therefore, WntlI is needed to determine the proliferation rate
of the habenular precursors. It must be highlighted that the
strongest effect was found in the mHb. The fact that the
highest proliferation increase in the mutant was found at E12.5,
time window when the mHb is generated (Funato et al., 2000;
Belle et al., 2014). It is also striking that “single cell” RNAseq
experiments demonstrated that the mHb neurons express several
Lef/Tcf downstream genes while only Tcf711, a repressor of Wntl
target genes (Mao and Byers, 2011), is expressed in both mHb
and IHb. Therefore, it is not surprising that the WntI absence has
a deeper effect in the mHb compared with the IHb (Hashikawa
et al., 2020; Wallace et al., 2020).

Wnt1 Effect on the fr

The defects found in the fr trajectory in the Wntl1=/~ mouse
display two different aspects. First, we detected a clear increment
in the size of the tract and a slight disorganization of the fibers
inside the fascicle. Obviously, the increment in size is due to
the increased number of habenular neurons in the mutant. The
lack of WntI did not produce changes in the differentiation of
the habenular subnuclei but the increment in size and surface
extension may account for the slight disorganization that we have
observed in the sheath of the mutant fascicle. Second, we found
a clear misdirection in the final fr trajectory. This phenotype
can also be due to alterations in the surface molecules of the
fr axons that alter their response to the surrounding navigation
signals or to alterations in the specification of the territories that
the axons must cross and therefore of the navigating signals
(Company et al., 2021). The fact that all the different Hb
subnuclei are specified suggest that the Hb axons contain the
correct combination of receptors. However, it is well known
that Wntl lack of function produces severe alterations in the
specification of the IsO (McMahon et al., 1992). As we have
shown, the mutant IsO displayed a strong reduction of Fgf8
expression, its main morphogen. Increasing reductions of FGF8
amount in the IsO resulted in escalating severe phenotypes
at both sides of the organizer (Garda et al, 2001; Chi et al,
2003; Basson et al., 2008). Thus, a malfunction of this organizer
produces strong differentiation impairments in the midbrain
and rostral hindbrain. The effect on the surrounding territory
is not symmetrical, the midbrain is more sensible than the
hindbrain (Basson et al., 2008). In fact, the SNc and the VTA
are strongly reduced in our non-functional IsO, due to the
Fgf8 reduction and WntI loss (Prakash et al., 2006; Smidt and
Burbach, 2007; dos Santos and Smidt, 2011), meanwhile the
Ip generated in rhombomere 1 is almost not affected (Basson
et al., 2008). Recently, it has been proved that SNc and VTA
are involved, via Netrinl, in the correct navigation of the
fr axons through this territory (Company et al, 2021). The
absence of a Netrinl correct signal must be responsible for
the misdirection of a part of the fr axons. Some of them are
still able to reach the Ip probably due to the fact that not all
the dopaminergic neurons are lost (Wurst and Prakash, 2014).
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FIGURE 7 | Study of the altered territories in the Wnt1~/~ fr pathway. (A,B) Fgf8 in situ hybridization. Arrow in (B) shows a reduction of Fgf8 expression in the
mutant. (C,D) Immunofluorescence against TH and NTN1 in coronal sections of E15.5 brains. Arrows in (C,D) indicates the alterations observed in the mutant
(NTN1 and TH* cells reduction). (E-H) Sagittal sections of E15.5 brains, (E,G) Cresyl Violet staining, and (F,H) immunohistochemistry against CNTN2 (arrows in F,H
indicate the interpeduncular nucleus). Three samples of each genotype have been analyzed. ANR, anterior neural ridge; Mb, midbrain; IsO, isthmic organizer;
Rhomb, rhombencephalon; VTA, ventral tegmental area; SNc, substantia nigra pars compacta; Ip, interpeduncular nucleus; CV, Cresyl Violet. Scale bar: 200 wm.

Thus, the WntI lack of function altered the IsO functionality
which produced a strong reduction in SNc and VTA neurons.
The miss-specification of this intermediate target of the fr
axons must be responsible for their disrupted trajectory in
our mutant model.

In summary, we can conclude that WntI is not directly related
in the specification of the habenular neurons but it is responsible
for the proliferation rate regulation of the habenular neuroblasts.
Other morphogenes expressed in the diencephalic roof plate
(like BMPs or other Wnt family members, must account for the
determination of this neuronal population. This is supported by
the results obtained with the wls mutant (protein involved in
the WNT secretion) in zebrafish. The wis habenular phenotype
is dramatic compared with the Wntl mutant indicating that
other Wnt members must be involved in the Hb specification
(Kuan et al.,, 2015). The WntI lack of function produced and

altered IsO, this alteration produced a miss differentiation of the
territory crossed by the fr resulting in an erroneous direction
of the fascicle.
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Anexos

Anexo 2:

La molécula de adhesion Amigo 2 esta involucrada en el
proceso de fasciculacion del fasciculo retroflejo

Adhesion molecule Amigo2 is involved in the
fasciculation process of the fasciculus retroflexus.

Los resultados que se describen a continuaciéon forman parte de un articulo que se

encuentra en evaluacion.

Verodnica Company, Raquel Murcia-Ramoén, Abraham Andreu-Cervera, Francisca

Almagro-Garcia, Salvador Martinez, Diego Echevarria, Eduardo Puelles.

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

Alicante, Spain.
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Abstract

In the habenular complex, the fasciculus retroflexus is the main efference. It is
composed by a core, where the medial habenular axons are located, and a shell
composed by lateral habenular axons. Both group of fibers share the same initial
way and differ in the final segment of the fascicle. The different behavior of the
axonal fascicles is regulated by surface molecules. Amigo2, adhesion molecule with
immunoglobulin like domain 2, codify for a membrane protein selectively
expressed in the medial habenula. We selected this molecule as a candidate to
control the medial Habenula axons fasciculation behavior. First, we studied in an
AmigoZ2 lack of function mouse model the development of the habenular efference.
The fasciculus retroflexus appeared defasciculated with a variable phenotype.
Then, gain of function experiments allowed us to generate not only a more
condensed tract but to recover the AmigoZ knock-out phenotype. AmigoZ2
alterations did not produce any modification in the habenular fibers guidance
process. We have demonstrated that AmigoZ plays a role in the fasciculation

process of the fasciculus retroflexus.

Keywords

Amigo2, fasciculus retroflexus, medial habenula, lateral habenula, fasciculation.
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Introduction

The human central nervous system integrates several functional systems. One of
them, the limbic system plays a pivotal role and it is related to emotions, behavior,
memory and olfaction. This complex system involves neuronal populations located
in all cerebral segments: Amygdala, hippocampus, cingular cortex, septal and
hypothalamic nuclei in the secondary prosencephalon; Thalamic and habenular
nuclei in the diencephalon; Substantia nigra, ventral tegmental area,
periaqueductal gray and reticular formation in the midbrain; Rafe complex, locus

coeruleus and reticular formation in the hindbrain (Nieuwenhuys et al., 2008).
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This vast group of different neuronal nuclei are connected by axonal tracts that
display stereotyped trajectories in mammalian brains. Minor alterations in the
neuronal subtypes specification or in their connectivity could account for multiple
syndromes and pathologies related to the limbic system. These diseases include
mental disorders such as schizophrenia, depression, substance abuse or
developing alterations that include learning, motivation, reward, pain and memory
disabilities (Aizawa et al., 2011; Fakhoury, 2017; Duman et al., 2019; Hu et al,,
2020; Nikolenko et al., 2020; Biihler and Carl, 2021).

The habenular complex, located in the epithalamus (dorsal aspect of the thalamic
prosomere), plays a pivotal role in the communication between prosencephalic
components and mid-hindbrain neurotransmitters (dopamine, serotonin, etc.)
producing neurons. It is composed by two subnuclei, the medial and the lateral
Habenula (mHb and 1Hb). Its afferent and efferent fibers are integrated in the
dorsal diencephalic conduction system (Fakhoury, 2018; Roman et al., 2020). Both
neuronal structures project thought the fasciculus retroflexus (fr; also known as
habenulo interpeduncular tract). The mHb axons occupy the core and the 1Hb
axons the shell of the tract (Herkenham and Nauta, 1979; Ichijo and Toyama,
2015). This organization is also accompanied by a different behavior during their
trajectory. The IHb axons defasciculated as they reach the diencephalic basal plate
and innervate the mes-diencephalic Substantia nigra. Meanwhile, the mHb axons
reach the pial surface adjacent to the diencephalic floor plate and navigate caudally
towards its target, the interpeduncular nucleus located in the hindbrain. The fr
developing trajectory has been defined (Moreno-Bravo et al, 2016) and the
guidance mechanisms that control its development have been partially unveiled
(Funato et al., 2000; Sahay et al., 2003; Kantor et al., 2004; Moreno-Bravo et al,,
2016; Company et al,, 2021). These mechanisms require the interaction of the
growing axons with long and short distance guiding molecules. These processes
are accompanied by the own interaction between these axons that give rise to the
fasciculation of the tracts. These interactions can be homotypic or heterotypic and
play a crucial role in the correct generation of the different fascicles (Wang and

Marquardt, 2013; Petrovic and Schmucker, 2015; Spead and Poulain, 2020).
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This different fasciculation behavior must be due to the differential expression of
receptors and membrane proteins between mHb and IHb populations. The
combination of surface proteins will direct the growing axons response to the
signaling molecules found in their trajectory. The mHb and IHb neurons express a
differential combination of axon guidance and cell adhesion molecules as it was
demonstrated by laser-capture microdissection and mass spectrometry (Schmidt
et al, 2014). Between the molecules enriched in the mHb, Schmidt and
collaborators described the presence of well-known proteins as the Netrinl
receptor, Deleted in colon carcinoma (Dcc). Also Neuropilin2 (Nrp2), receptor of
Semaphorin3F, responsible of the aversive response of mHb fr axons toward the
pretectal alar territory (Funato et al., 2000; Giger et al., 2000; Sahay et al., 2003).
Other molecules such as Plexin-B2 (Worzfeld et al., 2004; Perala et al,, 2005) are
not expressed in the Habenula in the correct time window when de fr is generated.
Interestingly, it was detected a leucine-rich repeats and immunoglobulin like
protein named amphoterin induced gene and ORF 2 (AmigoZ2; Laeremans et al,,
2013), at present known as adhesion molecule with immunoglobulin like domain 2
(Park et al,, 2015). Its expression was detected in the central nervous system,
especially in the hippocampus (Kuja-Panula et al, 2003; Ono et al, 2003;
Laeremans et al., 2013). The Amigo2 expression in the mHb was confirmed from
Allen Institute data (Wagner et al, 2014). It belongs to a family of type I
transmembrane proteins and mediates cell-cell interactions by homophilic
(Amigo2-Amigo2) and heterophilic (Amigo1-Amigo2-Amigo3) interactions (Kuja-
Panula et al,, 2003). They have been already related to neural circuits development
(Zhao et al.,, 2014) and neurites outgrowth and fasciculation (Kuja-Panula et al,,

2003).

Different alterations of this gene have been described in humans. The psychomotor
development delay detected in two patients with a proximal 12q deletion was
related to AmigoZ2 loss of function (Miyake et al.,, 2004). Moreover, the genomic
analysis of a patient with intellectual disabilities among multiple congenital
abnormalities, directly linked AmigoZ2 sequence alterations to its mental condition
(Gimelli et al., 2011) and in addition, it has been linked to patients with Occulo-

Auriculo-Vertebral Spectrum (Rengasamy Venugopalan et al., 2019; Guida et al,,
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2021). Finally, AmigoZ2 overexpression has been related to an increment in the
metastatic properties of hepatic, lung, gastric, ovarian or melanoma cancers
(Fontanals-Cirera et al., 2017; Huo et al.,, 2017; Kanda et al., 2017; Sonzogni et al.,
2018; Nakamura et al., 2020; Liu et al., 2021).

The mHb specific expression prompted us to select Amigo2 as a candidate
molecule to play a role in the differential behavior, trajectory and fasciculation, of
the mHb rf axons. To prove this hypothesis, we decided to study the effect of

AmigoZ loss and gain of function in the murine fr development.

Results

mHb and IHb axons distribution in the fr

As a first step in our analysis, we studied the fr habenular axons distribution in
E15.5 brains. We labeled the complete neuronal complex by the application of a Dil
crystal. We observed in the vicinity of the Substantia nigra pars compacta (SNc;
identified by the presence of Tyrosine hydroxylase) the mHb axons fasciculated
close to the pial surface meanwhile the IHb axons defasciculated and innervate the
SNc (Fig. 1A). The mHb axons trajectory was confirmed by the presence of DCC,
receptor of Netrinl, and specific marker of the mHb neurons (Braisted et al., 2000;
Schmidt et al,, 2014). No DCC positive axons defasciculated inside the SNc (Fig. 1B).
As previously demonstrated, this different behavior is also accompanied by a fr
axonal segregation (Bianco and Wilson, 2009; Schmidt et al, 2014). The mHb
axons labelled by Contactin2 (CNTN2; Fig. 1C) and the 1Hb axons by Neurofilament
(NFEM; Fig. 1C), allowed us to describe the axonal distribution (Fig. 1D-F) in the fr.
In a sagittal section, we observed how the mHb axons, at the fr initial segment,
began to tightly fasciculate in the core of the fascicle with the IHb axons
surrounding them in the shell of the tract (Fig. 1E). This segregation was
maintained as the fascicle reached the diencephalic basal plate (Fig. 1F). In a
frontal section, the distribution of mHb axons in the core and 1Hb axons in the shell

of the fr was nicely displayed (Fig. 1D).
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Fig. 1: Differential behavior between mHb and IHB axons. Sagittal sections (A, B, E, F)
and coronal sections (C, D) of E15.5 mouse brains to describe the fr. (A) Dil labeling and
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oTH immunohistochemistry. The IHb fr defasciculated and targeted the SNc meanwhile
the mHb axons contacted the SNc pial surface to reach the IP in r1. (B) aDCC and oTH
immunochemistry. DCC specifically labeled the mHb fr axons, which navigate superficially
to the SNc. (C-F) a-Cntn 2 as a mHb marker and a-NF as a I[Hb marker immunochemistry.
The distribution of the axons is different depending on their origin, mHb fr axons are
placed in the core and IHb fr axons in the shell of the tract. Abbreviations: 1Hb, lateral
habenula; 1Hb fr, lateral habenular axons of the fasciculus retroflexus, mHb, medial
habenula; mHb fr, medial habenular axons of the fasciculus retroflexus; SNc, substantia
nigra pars compacta. Scale bar: 100pm.

AmigoZ2 expression in the developing habenula

We studied AmigoZ expression pattern, during embryonic development, in
comparison to the distribution of well-known markers of the two habenular
territories. These markers were used to describe the phenotype in our
experimental approaches. At E11.5, Amigo2 mRNA was not detected (Fig. 2A),
meanwhile at E13,5 a faint expression was observed in the prospective mHb
territory (Fig. 2B). Finally, at E15.5, we detected a strong expression in the mHb
area (Fig. 2C). We compared this expression with the localization of three specific
proteins of the mHb (DCC, CNTN2 and ROBO3) and one specific protein of the 1Hb
(NFEM). DCC was also undetected at E11.5 (Fig. 2D), at E13.5 and E15.5 the mHb
was strongly labelled (Fig. 2E, F). The labelling observed in the IHb is due to the
arrival of the stria medullaris axons that are also positive to DCC (Shu et al., 1999).
CNTN2 was not present at E11.5 (Fig. 2G). It also displayed a broad labelling of the
mHb at E13.5 (Fig. 2H) and its expression concentrated in the periventricular area
of the mHb at E15.5 (Fig. 2I). ROBO3 was also not found at E11.5 (Fig. 2]). It
showed a broader expression at E13.5 (Fig. 2K) but at E15.5 displayed a wider
expression domain in comparison to CNTN2 (Fig. 2L). Finally, the NFEM
distribution in the IHB was already found at E11.5 (Fig. 2ZM), was incremented at
E13.5 (Fig. 2N) and occupied all the IHb and the habenular commissure at E15.5
(Fig. 20).
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E11.5

E115

E15.5

Fig. 2: Amigo2 expression in the habenular development. Coronal sections of E11.5 (4,
D, G, ], M), E13.5 (B, E, H, K, N) and E15.5 (C, F, I, L, O) brains. AmigoZ in situ hybridization
(A, B, C). Immunohistochemistry against DCC (D, E, F), CNTN2 (G, H, I) and ROBO3 (J, K, L)
as mHb markers and NFEM (M, N, O) as IHb marker. The IHb neurons were firstly detected
at E11.5 (arrow in M). We were able to follow, at E13.5 and E15.5, the development of
both nuclei with all the selected markers. Abbreviations: fr, fasciculus retroflexus; 1Hb,
lateral habenula; mHb, medial habenula; Th, thalamus. Scale bar: 200um.

AmigoZ2 loss of function phenotype

With the aim to describe the effect of AmigoZ2 lack of function in the fr
development, we compared wild type and Amigo2-/- E15.5 brains. We observed in
wild type sagittal sections, in the fr initial segment, CNTN2Z positive mHb
fasciculated fibers in the fr core meanwhile NFEM positive IHb axons conformed
the shell of the tract (Fig. 3A). In mutant brains, we found a strong fasciculation
delay in space, the CNTN2 positive axons occupied a broader territory and delayed
their condensation until the ventral portion of the tract (Fig. 3B). In the wild type,
in the diencephalic basal plate vicinity, we observed the tightly fasciculated mHb
axons reaching the pial surface before turning caudally towards the hindbrain,
meanwhile the 1Hb axons in the fr shell were not detectable in the lower thalamic

basal plate (Fig. 3C). In the mutant, the initial fasciculation alterations observed are
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in some way recovered. Nevertheless, some disorganization is observed between

the mHb and 1Hb axons (arrow in Fig. 3D).

Fig. 3: Study of the fr phenotype
in Amigo2-/- mutant. E15.5 wild
type brain sagittal section (A, C)
and E15.5 Amigo2-/- brain sagittal
section (B, D) at two different
levels. Coronal sections of an E15.5
wild type (E, G) and an E15.5
Amigo2-/- mutant brain (F, H) at
two different levels. All of them are
stained with NFEM (as IHb marker)
and CNTN2 (as mHb marker). Dil
labeling and oTH
immunochemistry in a sagittal
section of an E15.5 Amigo2-/-
mutant embryo (I). The tract was
thicker in the mutant embryo and
the axons were less fasciculated.
Abbreviations: fr, fasciculus
retroflexus; Hb, habenula; IHD,
lateral habenula; IHb fr, lateral
habenular axons of the fasciculus
retroflexus, mHb, medial habenula;
mHb fr, medial habenular axons of
the fasciculus retroflexus; pTec,
pretectum; SNc, substantia nigra
pars compacta; Th, thalamus. Scale
bar: 100um.

aTH-DI

Amigod
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In coronal sections, we nicely showed how the CNTN2 positive mHb axons
fasciculated in the initial fr core segment. As well as the NFEM positive 1Hb fibers
did as they reached the fr shell (Fig. 3E). In the mutant embryo, it was striking to
observe how the mHb axons were unable to form a unique tract and also how the
IHb fibers accompanied the different tracts generating its corresponding shells
(arrows in Fig. 3F). In fr lower portions, we observed an individual tract with the
mHb axons compacted in the core and the surrounding IHb fibers in the shell in the
wild type (Fig. 3G). In the mutant, we were able to describe different levels of
fasciculation, even between left-right sides, with not as strongly compacted tracts
or even with the fibers divided in two isolated fascicles (Fig. 3H). This slightly
asymmetric phenotype was side independent and inconstant. In order to get a
general view of this fasciculation impairment in the mutant, we labelled the
complete fr applying a Dil crystal in the habenular neuronal complex. After
incubation, we analyzed the fr fibers distribution together with the SNc
localization. The fibers maintained the fr trajectory in spite of their clear
defasciculation (Fig. 31) if we compared with the wild type (Fig. 1A). The fr was
able to reach its final target and innervate the Ip nucleus (Electronic

Supplementary Material 1).
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ESM1: Normal mHb fr trajectory in Amigo2-/-. Sagittal sections of E18.5 wild type (A, B)
and Amigo2-/- brains (C, D) labelled by immunohistochemistry against CNTN2. In a lateral
section we observed the mHb fr reaching the rhombomere 1 (A) and in a more medial
section the two Ip nucleus main components (rostral and caudal) labelled by the
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innervation of the CNTN2 positive mHb fr axons. In the Amigo2-/-a wider fr is observed
following the expected trajectory (C) and how its fibers innervate with no obvious defect
the Ip nucleus (D). Abbreviations: cb, cerebellum; cc, corpus callosum; fr, fasciculus
retroflexus; Hb, habenula; Ipc, caudal part of the interpeduncular nucleus; Ipr, rostral part
of the interpeduncular nucleus. Scale bar: 200um.

Phenotype quantification and variability

Once the phenotype was described, we aimed to quantify the alteration observed.
We analyzed twelve wild type (Fig. 4A) and twenty mutant fr (Fig. 4B, C). First of
all, we become aware that the phenotype described in the mutant was not
constant. In 60% of the samples, we described a mild phenotype with a
defasciculated fr in two tracts (Fig. 4B, F), unilaterally and not always the same
side, and in 40%, we observed a fr that displayed a bilateral strong defasciculation

(Fig. 4C, F).

In order to quantify the fr fibers distribution, we selected a transversal section to
the tract and analyzed the distribution of normalized fluorescent arbitrary units
along the surface of the sectioned tract. The distribution on the wild type fr
showed a compacted tract with its fibers occupying around 100 microns and a
constant disposition between samples (Fig. 4D). Meanwhile, the mutant fr
displayed a wider distribution with its axons covering an extension of more than
200 microns and a variable spread between the analyzed tracts (Fig. 4E). The
difference in the distribution of the fr between wild type and mutants was
compared by Kolmogorov-Smirnov test and the result was statistically significant

(P<0,0001).
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Fig. 4: Classification of the fr phenotype in Amigo2-/- mutant. (A) fr coronal section of
a E15.5 wild type embryo; (B, C) fr coronal section of two E15.5 Amigo2~/- mutant embryo,
(B) presents a mild phenotype and (C) a severe phenotype. Labeled against CNTN2 (as
mHb marker) and NFEM (as IHb marker). The tract was less compacted and generated
unilateral aberrant duplications of fr. (D, E) Graphical representation of the normalized
arbitrary fluorescent unit distribution of the wild type (D; n=12) and Amigo2-/- mutant fr
(E; n=20). (F) Graphical representation of the phenotype prevalence distribution in
Amigo2-/- mutant tracts. Abbreviations: fr, fasciculus retroflexus; IHb fr, lateral habenular
axons of the fasciculus retroflexus, mHb fr, medial habenular axons of the fasciculus
retroflexus; NFAU; normalized fluorescent arbitrary units. Scale bar: 100um.
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AmigoZ2 gain of function

Once we described the AmigoZ lack of function phenotype, we decided to study the
effect of an Amigo2 overexpression or gain of function in the habenular complex of
wild type embryos. In order to select the right time window, we analyzed the birth
dating and fate of the habenular neurons. The IHb neurons were born between
E10.5 and E11.5 meanwhile the mHb neurons were born between E12.5 and E13.5
(Electronic Supplementary Material 2). We selected this period to target the mHb
by electroporation of Amigo2 functional vector in Organotypic nervous tissue

cultures (ONTCs).
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ESM2: Birth-dating of the habenular neurons. Coronal sections of E15.5 wild type
brains. The embryos were collected at E15.5 after five BrdU injections during the
designated day: 10.5 (A), 11.5 (B), 12.5 (C) and 13,5 (D). In E we show color-coded
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overlays of the previous images in order to get a general overview of the habenular birth
date, E10.5 in magenta, E11.5 in blue, E12.5 in green and E13.5 in red. The IHb is born
around E10.5 and E11.5 meanwhile the mHb is born around E12.5 and E13.5.
Abbreviations: IHb, lateral habenula; mHb, medial habenula. Scale bar: 200um.

On the left side of the wild-type ONTCs we electroporated Amigo2 plus Gfp
expressing vectors meanwhile in the right side we electroporated Gfp alone as a
control (n=4). The electroporated area was easily identified by the GFP presence
(Fig. 5A, B), the mHb axons behavior was displayed by CNTN2 (Fig. 54, C) and the
IHb axons by NFEM (Fig. 5A, D). The Amigo2 functional vector activity was
positively tested by in situ hybridization (Fig. 5E). In the control side, the AmigoZ2
expression was found only in the Habenula (arrowhead in Fig. 5E) meanwhile in
the experimental side it was found in an extended electroporated area (arrows in
Fig. 5E). In order to quantify the phenotype observed, we selected three levels
along the fr to measure the tract thickness, one close to the origin, one at the point
of the caudal bending and one at the midpoint between the previous ones (1-3 in
Fig. 5B). In the three levels, the electroporated tract diameter was thinner than in
the controls. This phenomenon was observed not only in the mHb axons (Fig. 5C)
but in the IHb axons (Fig. 5D). Nevertheless, only in the upper and lower points the
difference was statistically significant (P<0,05 by Unpaired t-test in each level; Fig.
5F). Thus, an Amigo2 overexpression in the habenular territory resulted in an fr

extra-fasciculation.

Amigo2-/- phenotype rescue

Finally, we decided to test if we could rescue the phenotype observed in the
AmigoZ2 mutant. We electroporated Gfp in wild type (Fig. 6A; n=3) and mutant Hb
(Fig. 6B; n=3) as controls and AmigoZ2 plus Gfp in mutant Hb (Fig. 6C; n=3). The fr
behavior was shown by CNTN2 labelling and the diameter measures were done in
the three levels described above. In comparison with the wild type (Fig. 6D), the
Gfp electroporated mutant fr displayed a wider dimension (Fig. 6E) meanwhile the

AmigoZ2 electroporated mutant fr appeared compacted with a similar proportion to
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the wild-type. Nevertheless, the statistical analysis demonstrated that only at the
proximal level, the difference between the samples was statistically significant
(P<0,05 by One-way ANOVA test in each level, Fig. 6G). Therefore, we were able to
demonstrate that functional AmigoZ is able to recover the phenotype observed in

the mutant and that it is sufficient to recuperate the tract fasciculation.
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Fig. 5: Overexpression of Amigo2 in wild type ONTCs. E13,5 wild type ONTCs
electroporated with an Amigo2+GFP (left side) and GFP (right side) expressing vectors and
after 72h of incubation (A-E). ONTC labelled by immunohistochemistry against GFP (B),
CNTN2 (C) and NFEM (D). In the experimental side we labelled the three points of
measurement. ONTC labelled by in situ hybridization against AmigoZ2, the arrow indicates
ectopic expression in the experimental side, the arrowhead indicates the endogenous
expression in the control side (E). Significance was analyzed by Unpaired t-tests.
Significant differences (*<0,05) among AmigoZ2 electroporated and control fr are found at
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level 1 and 3 (F). Abbreviations: fp; floorplate; fr; fasciculus retroflexus, Mb, midbrain; p1,
prosomere 1 (pretectum); p2, prosomere 2 (thalamus); p3, prosomere 3; r1, rhombomere

1. Scale bar: 200um.
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Fig. 6: Amigo2-/- phenotype recovery. E13,5 wild type and mutant ONTCs
electroporated with an Amigo2+GFP or GFP expressing vectors and after 72h of incubation
(A-F). Wild-type ONTC GFP electroporated (A, D), Amigo2-/- GFP electroporated (B, E) and
Amigo2~/- Amigo2+GFP electroporated (C, F). Labelled against GFP and CNTN2 by
immunohistochemistry. The numbers indicated in A indicate the measurement points.
Significance was analyzed by One-way ANOVA tests. Significant differences (*<0,05) were
found among wild type and AmigoZ2 electroporated mutant fr at level 1 and also between
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AmigoZ2 electroporated mutant and GFP electroporated mutant fr at level 1 (G).
Abbreviations: fr, fasciculus retroflexus; Hb, habenula; Th, thalamus. Scale bar: 200um.

Discussion

Axonal behavior is regulated by surface molecules that controls the generation of
fascicles by fasciculation processes and the reception of short and long signals to
guide the growing axons toward their final targets (Chédotal and Richards, 2010;
Kolodkin and Tessier-Lavigne, 2011; Spead and Poulain, 2020). The fr is a tightly
packed tract originated in the habenular complex. Its fibers are segregated in a
core region, axons from the mHb, and a shell area, axons from the IHb (Herkenham
and Nauta, 1979; Ichijo and Toyama, 2015). Under an evolutionary point of view, it
has been proposed that lampreys and teleost Habenula is homologous to the
mammal mHb and that the IHb would have appeared later in vertebrate evolution
(Concha and Wilson, 2001). This theory would nicely fit with the mammal fr
organization of the mHb axons in the core and the late evolutionary IHb axons in
the shell. All the fr axons share the same initial behavior but differ in the final
segment. What means that they follow a common initial guidance molecule and
later the IHb axons display a desfaciculation process to follow their own trajectory.
The fasiculation/defasciculaton processes involved in the fr development are
unknown. Some of the well-known guidance molecules, as DCC, ROBO or EPHRINS
among others promote the fasciculation (Spead and Poulain, 2020). Nevertheless,
the specific surface proteins that interact in this specific tract are unknown. We
have selected, from a group of these specific surface molecules of the mHb, AmigoZ2
as a candidate to play a role in the fasciculation behavior of the mHb axons

(Schmidt et al., 2014).

Our results have demonstrated that AmigoZ2 plays a role in the fr fasciculation
process but not in its guidance mechanisms, as the fascicle is able to reach its final
target in the AmigoZ2 absence. The lack of function results in a variable fr
defasciculation that tends to be slightly asymmetric. The mammalian Hb, as well as

its fr, is a rather symmetric structure in contrast to reptiles, amphibia and fishes
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where strong asymmetries have been described (Concha and Wilson, 2001; Bianco
and Wilson, 2009). Nevertheless, subtle differences have been also described in
some rodent strains (Concha and Wilson, 2001). Thus, the AmigoZ2 alteration may
has uncover these subtle heterogeneities between both sides and the resulting

phenotype has different penetrance.

It is rational to think that a particular axon contains a surface molecules cocktail
that could have redundant roles in the behavior of the neuronal fiber. Moreover,
the capability of the different Amigo members to interact in an heterophilic
manner together with these redundant roles could explain the variability in the
phenotype that we have observed when we removed only one of these surface
proteins. Small alterations in the combination of molecules resulted in a severe
phenotype meanwhile the normal combination produced the mild phenotype. It is
remarkable, that the mHb axons defasciculation also produced an alteration in the
fasciculation process of the IHb axons. Once the fr core is disorganized, the shell is
not able to assemble properly. This result exhibits the strong interaction between

IHb and mHb axons in the fr.

Finally, AmigoZ2 electroporation incremented the fr fasciculation in the wild type.
Meanwhile, in the mutant the altered phenotype observed is rescued but it did not
reach the electroporated wild type level. Thus, AmigoZ2 is determinant to define the
fasciculation level of the fr and our results allowed us to postulate that AmigoZ is
involved in the fasciculation of the fr. This process must involve other surface

molecules that in synchrony with AmigoZ are able to compact this fascicle.

Material & methods

Mouse strains

For staging, the day when the vaginal plug was detected was considered as
embryonic day 0.5 (E0.5). 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
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Hernandez OIR Committee (2016/VSC/PEA/00190). The Amigo2 knock-out line

generation and genotype was previously described in Li et al., 2017.

In situ hybridization (ISH) and immunohistochemistry (IHC)

Mouse embryo brains were fixed overnight in 4% Paraformaldehyde (PFA) in
Phosphate Buffered Saline (PBS). Samples were agarose-embedded and sectioned

at 100 um by vibratome.

For ISH, the tissue was post fixed in 4% PFA. Next, it was rinsed in PBS, and pre-
hybridized with hybridization buffer [Deionized Formamide (Ambion 50%), Salt
sodium citrate (SSC 5x, pH 5.3), Heparin (Sigma-Aldrich 50 lg/ml), Tween 20
(Sigma-Aldrich, 0.1%)]. The Digoxigenin-labeled RNA probe (Amigo2, BC095990)
was denaturalized at 80°C. The tissue was incubated in hybridization buffer with
the probe over night at 65°C. The samples were washed (SSC 2x pH4.5, Formamide
50 % and SDS 1%, water 50%) 5 times at 65°C. Afterwards, the samples were
washed with MABT 1x (NaCl (150 mM), maleic acid (100 mM, Sigma-Aldrich)
NaOH (Sigma-Aldrich) to obtain pH 7.5, and Tween 20 0.1%) and the tissue was
blocked in Sheep Serum 20%, (Sigma-Aldrich, #S3772) and 2% of blocking reagent
(Roche; #11096176001) in MABT 1x, and incubated overnight with an alkaline
phosphatase-coupled anti-digoxigenin antibody (Roche Diagnostics, #1109327
4910). Next day, the samples were extensive washed with MABT 1X to remove the
traces of non-specific bound antibodies. Before the colorimetric reaction, the
simples were incubated in NTMT [NaCl (0.1 M), Tris-HCI (0.2M, pH9.5), MgCl2
(0.05 M) and Tween 20 (0.1%)]. The NBT/BCIP (Boehringer, Mannheim) was used
as a chromogenic substrate to detect the probes. The alkaline phosphatase reacts

with this substrate producing a solid precipitate.

For IHC, it was performed as previously described (Murcia-Ramén et al., 2020).
The primary antibodies used were: aBrdU (1:200; M 0744/ Dako), aCNTN2
(1:500; AF4439/ RD Systems), aDCC (1:100; #sc-6535/ Santa Cruz), aNFEM
(1:1000; AB1987/Chemicon), aROBO3 (1:300; AF3076/Rdsystems) and oTH
(1:1000; AB152/ Sigma-Aldrich).
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Axonal tracing

For axonal tracing, the embryonic brains were fixed for 1hour in 4% PFA. Small Dil
crystals (1,1'-dioctadecyl 3,3,3',3'-tetramethylindocarbo-cyanine perchlorate;
Molecular Probes) were inserted into the habenular nuclei. The labeled brains
were incubated at 37°C in 4% PFA until the tracers had diffused sufficiently. The
brains were sectioned and IHC processed without detergent to avoid the Dil signal

loss.

Birth dating by BrdU labeling

For detection of the peak of neurogenic proliferation, BrdU was administered
intraperitoneally to the pregnant females (3 mg/100 g body weight) every 2 h, for
a period of 10 h (five injections in total) starting at desired stages. The embryos

were extracted at E15.5.

Organotypic nervous tissue culture (ONTCs)

They were developed as previously described (Moreno-Bravo et al., 2016). In brief,
E13.5 embryos neural tubes were dissected and opened along the dorsal midline
and telencephalic vesicles and hypothalamus regions were removed. The fr
developing area was kept intact. Finally, the dissected explants were cultured like
an open book with the ventricular surface looking upwards on a polycarbonate
membrane (Whatman® Nuclepore Track-Etched Membranes). The ONTCs in the

incubator 3 hours at 37°C, 5% CO2 until the electroporation process.

Overexpression of AmigoZ2 in ONTCs experiment

Amigo2 (BC095990) and/or PCX-GFP expressing vectors were focally
electroporated in ONTCs. For the electroporation procedure the ONTCs with its

supporting membrane was placed onto an 1% agarose block within a setup of two
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horizontally oriented platinum electrodes. An 1% agarose column was attached to
the mobile upper electrode. Two electric pulses of 80V and 5ms, spaced 500ms
using a square pulse electroporator were applied. The electroporated ONTCs were

incubated 72 hours at 37°C, 5% COz in enriched DMEM.

ONTCs immunochemistry

The incubated ONTCs were fixed in 4% PFA for 3 hours. After dehydration in
methanol, the samples were bleached using 6% Hydrogen Peroxide solution in
100% methanol O/N at 4°C. Samples were blocked using PBS-GT, PBS containing
0,2% Gelatin (Prolabo) and 0.5% Triton X-100 (Sigma-Aldrich) O/N at RT and then
incubated in agitation for 7 days at 37°C with aCNTN2 (1:500; AF4439/ RD
Systems), aNFEM (1:1000; AB7794/Abcam) and aGFP (1:500: GFP-1020/ AVES).
This was followed by six washes of 30 min in PBS-GT 0.5% at RT and incubated
with the secondary antibodies O/N at 37°C. ONTCs were counterstained with DAPI

diluted in PBS at 0,001% and incubated 10 min. at room temperature.

Image Processing and Quantification.

Bright field and fluorescent images were acquired with a camera (Leica DFC500)
associated with a stereomicroscope (Leica Fluo-III) and with Leica Confocal SPEII
respectively. The figures were composed with Adobe System software. The axon
behavior in the Amigo2 mutant and control was quantified by the red and green
fluorophore distribution in the fr area by the Plot Profile tool of the Fiji software.
The fr phenotype in AmigoZ2 mutant, control and electroporated ONTCs was
quantified in three fixed levels along the longitudinal aspect of the fascicle by Fiji
software. The statistical analysis was performed with Kolmogorov-Smirnov test
(Fig. 4), Unpaired t-tests (Fig. 5) and One-way ANOVA test (Fig. 6) using GraphPad

Prism software.
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Gracias por haberme cuidado tanto. Siendo tan diferentes, qué feliz me hace que
compartamos tantos valores: la importancia de la familia, la lealtad con quienes
queremos, el esfuerzo inagotable. Alin no me explico como haces para llegar en el
dia a dia a todo y aun asi tener tiempo para ayudarnos a cada uno de nosotros.
Admiro lo valiente y luchadora que eres. Ojald no perder nunca nuestros cafés, han

sido oasis en el desierto durante toda esta etapa.

Salva, el gran jefe. Gracias por haber creado esta gran familia, abrirnos las puertas
de tu casay ser soporte de cada uno de nuestros proyectos. Gracias también a Emilio,
por tu buena disposicién y amabilidad infinitas, por cada pregunta en los labmeeting
que nos hacen mejorar. Gracias a cada uno de los miembros del laboratorio, aqui y
en Murcia. En especial a aquellos con los que he tenido la suerte de convivir: Alicia
siempre con una sonrisa contagiosa de energia; Ana y Raquel, siempre dispuestas a
ayudar; Claudia, animo que puedes con todo y antes de que te des cuenta, lo tienes
hecho; Tono, espero que te vaya genial, echo de menos aquellas tardes de charlas,
ijvuelve!; Mari paz, siempre dando animos y buenas palabras; Marusa, por tenerlo
todo bajo control; Mari Carmen Lillo, ha sido un placer compartir zamburifas y
viajes a Bielorrusia contigo, ojala sélo sea el principio; Nica, has llegado el ultimo a
la familia, pero ya te has ganado un puesto de “honor”, gracias por cada palabra de
animo, por todos los consejos, por tu amabilidad, pero deja de traer bizcochos

irresistibles o tendremos que hablar seriamente.

Alo largo de todos estos afos, he coincidido con muchas personas en el INA, con las

que he compartido mucho mas que el mundo cientifico.

Empecé la tesis con la mejor de las compaiiias, mi “Neural tube team”. Me inicié en
esta andadura con ellos y fue gracias a eso, a lo que no sali corriendo aquel primer
afio en que todo era novedad para mi. Fran, echo de menos debatir juntos de la vida;
Adri, siempre tan atento y bonico; Sari, que bonito fue tenerte y cuanto aprendi de
ti; Carla, sélo td y yo sabemos la intensidad que vivimos ese ano, fuiste mi mayor
apoyo y no puedo alegrarme mas de todo lo bonito que te esté por venir. Iris, hemos

compartido un sinfin de experiencias, y la tesis no podia ser menos: primero fuiste



de mis mejores profesoras, luego tuve la oportunidad de ser tu amiga y, por si fuera
poco, terminamos siendo compis de trabajo en el lab y departamento... No sé
cuantas aventuras mas nos esperan, pero no tengo ninguna duda de que podremos

con ellas.

Junior, cuanto echo de menos tus visitas diarias a Edu, en las que me poniais al dia
de los entresijos del INA. Compartimos poco tiempo y ojald hubiese sido mucho mas,

pero fue un placer poder disfrutarlo.

Pili, hemos compartido viajes e incluso varias horas en el Imaris. Te agradeceré
siempre tu disposicién para ayudarme cada una de las veces que te he necesitado.

Eres un sol. No sé si te lo he dicho nunca, pero yo de mayor quiero ser como tu.
Quique y Laura, nunca olvidaré nuestros viajes en coche arreglando el mundo.

Mis Guillerminos... Lorenzo, siempre contagidndome alegria, ojald nos queden unas
cuantas natillas mas por hacer juntos, deberiamos vernos mas. Mar, que bonito todo
el tiempo compartido, momentos de terraza y debates de comida interminables de
los que aprendo tanto. Belén, mi ser de luz, te quiero casi desde antes de conocerte,

pero qué afortunada me siento de que nuestros caminos se cruzaran.

Juan Antonio, que dificil haber llegado al lab detras de ti, sin dejar de escuchar ni un
solo dia lo bien que lo hacias todo. Te debo un gracias muy grande, sobre todo, por
tu generosidad. Por haberme regalado tu bien mas preciado, tu tiempo, y conseguir
que viera la habénula transfiriéndome tus poderes magicos. Gracias, porque tus
consejos y exigencia han hecho, sin duda, de este un mejor trabajo. Por ensefiarme
que con esfuerzo “el que la sigue la consigue” y que mi cabezoneria no siempre es
un defecto. Por tu paciencia y haber estado dispuesto a ayudarme y responder mis

mil preguntas a pesar de que pregunto mas de lo que deberia.

Alvaro, mi antes vecino y genio de la lampara. S6lo me hacia falta decir en voz alta
mi deseo, para que lucharas fuerte por hacerlo realidad. Creo que nadie ha tenido
nunca tantos detalles lindos conmigo como tu. A pesar de que no esté de acuerdo
con los test de inteligencia emocional, y nos hayan traido algiin quebradero de

cabeza, cuanto te echo de menos.



Rita, mi chica wonder. Cuanto te admiro por tu capacidad para enfrentarte a la
adversidad, de hacer sentir bien a todo el mundo, por tu valentia. Cuanto tengo que
agradecerte lo que me has cuidado, resisti en Niza gracias a los audios constantes, a
los animos, y esto es s6lo un ejemplo de entre mil mas. Todo lo que hemos
compartido forma parte de mis recuerdos mas especiales de la tesis. Gracias atiy a
tu familia por haberme hecho sentir como en casa, y no dudes que haya donde

estemos yo y los mios, estaran siempre las puertas abiertas para ti.

Y si empecé con gente bonita... el final no ha podido ser mejor. Tengo que agradecer
a cada uno de los alumnos y alumnas que han pasado por el laboratorio (no han sido
pocos) todo lo que he aprendido gracias a ellos, pero guardo un recuerdo especial

de Juan, ojala haberte quedado con nosotros.

A mi Pauli y Ana. Habéis sido mi recarga de gasolina cuando ya estaba bajo minimos.
El dltimo empujén que necesitaba para terminar la tesis. Que tierno ha sido veros
juntas, aprender a quereros mientras creciais tanto a nivel personal como

profesional. Os quiero mucho.

Paula, creo que nunca he conocido a nadie tan predispuesto, siempre con una
sonrisa. Gracias por haber confiado tanto en mi, por todos los momentos que nos
has regalado y que no olvidaré jamas. Qué bonita eres y cuantisimo te estamos
echando de menos pequefia Paulita, pero no tengo ni duda que conseguiras todo lo

que te has propuesto, porque es poco para lo que te mereces.

Y Ana, mi tesoro mas preciado. Nunca, pero absolutamente nunca, podré
agradecerte lo suficiente todo lo que has hecho por mi este Ultimo afio. Has sido mi
salvacion, mi chaleco salvavidas, la responsable de que no haya abandonado en mas
de un momento. Solo gracias al equipazo que hemos formado, a que nos hemos
complementado tanto y tan bien, hoy estoy escribiendo esto. Aprendo de ti cada
segundo. Anita... ojala algin dia te reconozcas en la mujer buena, inteligentisima,
bella y poderosa que yo veo en tu persona, pocas veces me he sentido tan orgullosa
de alguien como lo hago de ti. No sé qué te espera en el futuro (que sera brillante sin
duda) pero, sea como sea, te prometo que buscaré la manera de seguir cerca de ti
para que sigamos arreglando el mundo juntas, y compartiendo mil momentos lindos

’

mas.



A todas las personas que componen los servicios comunes del INA, sin los cudles
esta y cualquier investigacion seria imposible: limpieza, conserjeria, imagen,
genotipado, doctorado, administracién... En especial a Eva por habernos salvado
una y mil veces con las PCR, por el tiempo compartido contigo y con Masha y por
estar dispuesta a ayudarnos siempre. Y a Trini, porque por mal que vaya el dia, basta

con cruzarse contigo por el pasillo para que te sonria el alma.

No quiero perder la oportunidad de agradecer a mis compafieras de Terapia
Ocupacional. Es un orgullo trabajar junto a la mayoria de las que fueron mis
profesoras, profesionales de las que aprendi y aprendo tanto, con la tranquilidad de
que estamos luchando por hacer de nuestra disciplina algo muy grande. Gracias a
todas (y todos), pero en especial a Miriam, por el apoyo constante y el consejo
sincero; Paula Peral y Alicia, por las oportunidades que me habéis brindado desde
que empecé; Irene, por tenderme la mano siempre y tener palabras de animo
preparadas en cualquier momento; Encarni, te admiro y no me canso nunca de

aprender de ti; Gema, formar parte de esto contigo esta siendo un placer.

A todas mis alumnas de Terapia Ocupacional por ser el motivo, la verdadera razén
de todo esto. En especial a Lucia, Bea, Sonia, Mireya, Laura, Noemi y Elena. Por
equilibrar mi balanza, por ensefiarme a ser profesora, por hacer que siempre quiera

hacerlo mejor para alumnas como vosotras. Le dais sentido a todo.

A mis otros terapeutas: a Laura, porque los ratitos contigo han sido balsamo y me
han permitido coger fuerzas para continuar, como compafiera o vecina, espero
seguir teniéndote cerca mucho tiempo mas. Pedro, eres medicina, nunca dejo de
aprender de ti. Beatriz, no sé porque no nos habiamos conocido antes, pero ahora
no te pienso dejar marchar jamas. Gracias amiga, ojala siempre nos falten horas cada
vez que nos vemos y nos sobren historias que encadenar. No dejes nunca de

enseflarme tanto y de regalarme tanta felicidad. Te quiero mucho y bien bonito.



Y para terminar con mi etapa de doctorado... Mi bien mas preciado, mis especialitos.

“Me maten si no pueden entrar, me muera no les puedo fallar,

Yo sin esta gente pa que cXxxxxs quiero pasar”.

Sois la familia que se elige. El karma me venia debiendo algin regalo hace ya un
tiempo... y aqui estais vosotros. La luz en estos ultimos afios de tesis que, pandemia
mediante, se convirtieron en tan complicados. Qué dificil explicar que la época mas
dura de mivida, con la tesis en el aire, y la pandemia asolando medio mundo, ha sido
a la vez de las mas felices que recuerdo nunca, por haberos tenido a mi lado.
Encontrarnos fue mejor que cualquier cosa... y no sélo me habéis regalado vuestra
infinita amistad, sino un millén de recuerdos preciosos que guardar e incluso una
familia gigante entre las que se encuentran vuestros padres, hermanos, sobrinas
(Marga te quiero) que nos han tratado como si fuéramos uno mas. Que suerte
tenemos de tenernos, pero sin duda, el premio gordo me lo llevé yo. Cuantisimo me
cuidais todes, cada une a su manera, que facil es sentirse valorada con unos amigues

como vosotres.

Mis Alvaros. Mis dos imprescindibles. Tan iguales que sois almas gemelas. Siempre
cuidando a los demas, pero discretamente, desde la sombra, porque eso del
protagonismo no va con vosotros. Lo de expresar los sentimientos tampoco, pero
que facil os sale demostrarnos cudnto nos queréis con hechos. Que especiales sois.
Hasta vuestras orangutanadas me llenan de ternura y carifio. Gracias AlvaroR
por mirarme tan bonito, por tener sélo buenas palabras para mi, por mimarme
tanto. Et vull un mén sencer. Gracias AlvaroK por estar pendiente de mi (y de
todos) cuando mas he necesitado, por cederme siempre el sofa y por toda la ayuda

con la tesis, por facilitarme tanto el camino.

Abra, mi post, mi ahora vecino, mi desrrallador magico. Siempre tan generoso,
dando todo a cambio de nada, haciendo hogar alld por dénde vas. Traes la felicidad
de la mano, haces de mi mundo es un lugar mejor, siempre intentando que me sienta
bien, ayudandome a trivializar los problemas. Gracias por hacer que no me sintiera
nunca sola en el lab, por ser mi eterno compafiero, por venir siempre al rescate
cuando las cosas se ponen feas. Ahora mismo no sabria vivir sin ti, pero tampoco

importa porque no voy a tener que hacerlo nunca. Ojala tengas la culpa de 1000



cervezas mas (y otros tantos vinos). Eres la calma en mi vida, la seguridad. Casate

ya, que va a ser uno de los dias mas felices de mi vida.

Oscarlos, mi cucuruchito, mi amigastro, mi vecino... significas tantas cosas que no
caben aqui. Hay un millén de cosas que admiro en ti (y no, no es que seas el mas
guapo del INA). Tu ausencia de prejuicios, hace que la gente se sienta libre y
orgullosa de ser quien es, porque no juzgas nunca a nadie. Gracias por ser apoyo
siempre, por escuchar cada una de mis historias, y problemas y ayudarme una y otra
vez a encontrar soluciones. Por ser mi psicélogo personal. Nuestra complicidad es
un regalo. No somos novios porque roncas y no quieres tener hijos, pero no puedo

quererte mas bonito.

Onofre, mi Ursula preferida. La sal del grupo. La persona que me da la vida, y me
alegra la existencia con sus audios infinitos y sus comentarios siempre a punto sobre
las causas mas diversas de la vida. Cudnto sumas y como me gustaria tenerte

siempre aqui. Cudnto carifio nos das. Eres genial guapet.
Y para terminar... mis chicas, mis Veroénicas. Mis pilares fundamentales.

Kika, la lider del grupo sin la que no sabemos hacer nada. Mi otra hermana, cuanto
me proteges. Eres, sin dudas, la mujer a la que mas admiro en mi vida. La mas
valiente, luchadora, y fiel a los suyos que conozco. Yo, no voy a poder devolverte
nunca todo lo bonito que me das, pero si puedo prometerte que no te pienso fallar
nunca. Que yo... me juego todo por ti, incondicionalmente, con la certeza de que eres
la mejor apuesta y siempre saldré ganando. Ahora bien, dedicame el Nobel cuando
lo ganes, que me declaro tu mayor fan. No voy a aprender a atarme los cordones para
que tengas que atarmelos siempre td. Menos mal que te he encontrado. Te adoro
infinito.

Raquel, no hay nada que pueda decirte que no te haya dicho ya. Creo que nadie mejor
que ta sabe todo lo que significas para mi. Eres mi persona. Mi compafiera de vida.
La mas incondicional. Alguien increible. S6lo sé, que a pesar de todos los momentos
duros y dias malos que haya podido pasar en esta tesis, han valido la pena todos y
cada uno de ellos, y volveria a pasarlos una y otra vez, porque sin duda alguna, lo

mejor que me llevo de mi tesis, mi verdadero premio, has sido tu.



Y ahora... voy con los verdaderos perjudicados de toda esta etapa. Todas esas
personas tan importantes para mi, que llevan los ultimos afios de mi vida
escuchando mis “no puedo”. No puedo quedar, no puedo ir a casa, no puedo ese fin
de semana, no puedo verte, no tengo tiempo. Sé que, en todo este tiempo, no he
logrado ser la mejor de las amigas, ni la mejor de las hijas, hermanas o sobrinas. Y
no puedo mas que agradeceros vuestra paciencia infinita y vuestra comprension. A
todos/as, que os he tenido que dejar en un segundo plano en algin momento, os

prometo volver a ordenar mis prioridades.

A las alternativas (y alternativos), por tratarme como una mas de vuestras familias

y seguir tan de cerca mi camino.

A mi familia de Murcia, deseando estoy que llegue la comuna 2.0. Cuantisimo echo
de menos teneros mas cerca: Manu, Gita, George, Mari, Pedro y los pequefios Nahuel,
Leo y Candela. A Luis y Carmen, sois, sin duda alguna las personas que mejor me
conocéis del mundo, en las que mas confio y teneros lejos no es facil nunca. Baxal,
ven a peinarme que te llevo a la playa. Cuanto te necesito. Luis, que bonito seguir
construyendo juntos, compartiendo camino (me debes un viaje o un coche, a

eleccion). Os quiero.

A todas mis amigas y amigos. De la infancia, universidad(es) y de vida. Porque,
aunque no nos hayamos visto mucho en estos afios, habéis hecho esto mucho mas
facil.

A Laura, perque encara que no ens vegem, et sent a prop sempre. Ana, perque per
lluny que estiguem, quan ens veiem tornem a ser aquelles dos animes perdudes que

es van sentar juntes el primer dia de classe i no es van tornar a separar més (que

ganes tinc de coneixer al xicotiu).

Patri, porque después de todos los sustos que te he dado, y de que nos vemos menos
de lo que nos gustaria, aun asi no me has dejado sola nunca, ni un solo instante. Eres
esa amistad constante, que te cuida y te salva los dias que no van bien y celebra
contigo cada uno de tus éxitos. Me siento una privilegiada por tenerte, y prometo
estar aqui para siempre, para que sigamos escuchando cada una de nuestras

historias, compartiendo momentos inolvidables y queriéndonos tanto en los buenos



y malos momentos. Nunca podré agradecerte todo lo que has hecho por mi, pero

seguiré intentandolo. Te adoro.

A mi tridngulo. Rocio y Alvaro. Mis incondicionales, mi alegria de vivir. Soy mejor
persona cuando estamos juntos. Crecer con vosotros ha sido la suerte de mi vida,
como lo es la certeza, de que, en el futuro, mientras nos tengamos, todo ira bien.
Gracias también por permitirme sentir a vuestras familias como la mia propia. Roci,
mi pequefia. La persona a la que mas me duele haberle robado tiempo. Siento cada
uno de los momentos en los que me has necesitado y no he podido estar. Aun asi, no
he dejado de sentir que cada vez que estamos juntas, vuelvo a casa. Siempre
estaremos cuiddndonos, dispuesta a pintar tus gafas de negro, convertir tus luchas
en las mias y celebrar tus triunfos. Asi siempre, hasta que cumplamos 100 afios.
Alvaro, mi cémplice, la persona que me ha ensefiado a querer sin juzgar, de la forma
mas libre. Ojala sigas rompiéndome los esquemas y cometiendo locuras por mi
(empapélate en film y ven a saludarme a través del cristal) hasta que seamos
viejecitos. Estar a tu lado es tener asegurado risas y carifio a borbotones, y nunca
lograré devolverte ni un poquito de lo que me das tu a mi. Gracias también a Arturo,

tienes el cielo ganado aguantandonos. Todo el mundo deberia teneros en su vida.

Cualquiera que me conozca, sabe, que no se hablar de mi sin pronunciar la palabra

familia. Mi enorme y preciosa familia, que importantes sois para mi.

A mis tios y tias. Soy quien soy gracias a cada uno de vosotras y vosotros. El impacto
que tenéis en mi es incalculable. A mi tio Pere y Aurora, a mi tio Tolo (ya sé yo que
soy tu favorita), mi tia Mari Carmen, mi tia Rosa, mi tia Pilar y mi tio Pepe, mi tia
Miriam, mi tia Montse, mi tio Jaume y mi tata Ade, Mi padrino (Vicente) y Monica,

Miguel y Cecilia, mi Madrina (Lola) y Mercedes.

A todas mis primas y primos. A los primos hermanos, a mis primos pequefios, a esos
que son primos, aunque el resto del mundo se empefie en contarnos que no lo
somos: Gemma, David, Paula, Josep, Jose Enrique y Miguel; Naomi, Natalia, Fran,
Raquel, David y Sergio; Paula, Javi y Jose; Alvaro, Pablo, Isabel y Maria; Alejandro y
Jaime. A todas vuestras parejas a quiénes quiero como si fueran uno mas. Haber
crecido con vosotros ha sido un privilegio. Que suerte tengo. A las pequeias y

pequefios: Marc, Amelie, Stella, Claudia, Martina y Enric; Vera y Juan Antonio. No



sabéis la suerte que tenéis de haber nacido en esta familia. Esta siendo un placer

Veros crecer.

A mis primos Francis y Tolo, porque mas que primos sois mis hermanos. A Cati, Tolet
y Cati, por completar la ecuacion. A Ana, porque yo no sé como sobrevivia antes de
conocerte, pero no puedo quererte y necesitarte mas. Me faltan palabras para
explicaros que sois mi soporte, la seguridad de que en la vida nunca jamas estaré

sola. Os adoro.

[ per a acabar, la meua llar. Perque per descomptat, si algt es mereix el meu gracies
meés gran, son ells, les persones més importants de la meua vida. Si he aconseguit
acabar la tesi, ha sigut pel seu suport, pels seus anims, per les seues ganes, per la
seua ajuda. Perque no han deixat que baixara la guardia ni un segon, perquée cada
vegada que pensava en abandonar, feien del meu mantra vital el seu discurs “No
t'has rendit mai, no comences ara”. No sols haurien de sentir aquesta tesi com a seua

també, sin6 qualsevol dels meus éxits, ja que sén sempre, la forca que m'espenta.

Gracies Tomas, per ser familia desde que vas arribar, el germa que no vaig tindre.
Gracies per voler-me i cuidar-me tant. Per ser solucionador de problemes, “manitas”
a domicili i estar disponible les 24 hores per a mi. Per fer de la meua vida un lloc
molt més facil i bonic. Que facil és voler-te. Gracies per haver-me regalat també una
familia al complet, plena de ties, germanes, cunyats i nebots. Gracies també per

donar-me una segona mare, Maria et vull.

Gracies als meus nebots. A Pere, la meua persona favorita. A Roc, I'abracada més
dolca. Sou la meua raé d'existir. Li doneu sentit a tot el meu mon. Hi ha una cangé de
Rozalén que vos dedicaria una i mil vegades: “No estoy hecha para mi, y en cambio
cuando te miro, todo cobra sentido, y si vale la pena es por ti”. Vosaltres no valeu la
pena, valeu tota l'alegria del mén. El major triomf de la meua vida, sera veure-us

conquistar els vostres somnis. Vos estime infinit.

Ala meua germana Rosa. La principal responsable de que jo haja arribat fins aci. Has
sigut el principal motor de la meua carrera professional, la primera persona que va
entendre i va donar suport al meu canvi de rumb fa ja molts anys, perque sabia que
aquell no era el meu cami. La meua animadora més fidel en aquesta nova ruta que

vaig decidir comencar. Per ningd m'he sentit més secundada, ningd confia més en



mi que tu. Em creus capag de tot, i encara que no ho siga, no deixes d'intentar que
m'ho crega. Em volies abans de conéixer-me, i des d'aquell moment no has deixat de
voler-me, cuidar-me i ser la germana major que tot el mon voldria tindre. Gracies
per estar sempre disposta a donar-me la ma, encara que supose quedar-te sense
menjar com al pati del col-le. Que bon equip formem, encara que deixa'm de dir-te,

que la germana guapa i llesta eres tu, i la simpatica jo. Et vull.

Als meus pares, per tantes coses que no caben en 20 tesi. Gracies, per haver-vos
esforcat tant en fer de mi una bona persona. Per tots els valors inculcats. Sou el meu
major orgull. Gracies per haver format el tandem perfecte que m'ha mantingut amb
vida tots aquests anys: mama fent els tapers (per a mi i mitja tropa més), papa
agafant el cotxe pacientment per a fer de repartidor. Per no haver dubtat ni un segon
en portar-me a Nica amb cotxe pera que la meua aventura comencara tan bé com
fora possible. Per aplanar el meu cami una i una altra vegada. Aix0 és només el reflex
del suport constant i el carinyo infinit que em doneu dia a dia. La tesi és vostra,

perque els meus pitjors moments, han sigut els vostres també.

Gracies, per haver-me cosit les ales tan fort, i haver-me animat a volar tan lluny,

preparant el niu amb tant cuidado per a quan necessite tornar.

Al meu pare, Roc, perque sens dubte, és la persona que més orgullosa se sentira
d'acé. Ha valgut la pena tant d'esforg, només per saber el que significara per a tu.
Gracies per voler-me tant, per estar sempre disponible per a mi. A pesar que pensem

diferent, és un orgull saber que m'assemble tant a tu.

A la meua mare, Pepa. Una mica la mare de tots i totes. La cuidadora oficial del meu
somriure. L'abracada curativa, la llar. Qui et coneix, ja sap perqué necessite agrair-
te tot i més. Diuen que I'amor més incondicional que hi ha és el d'una mare, i crec
. N . . ] . . \ “
que no tinc cap dubte, gracies per totes aqueixes vegades que m'has dit aixo de “no
necessite cap tesi per a estar orgullosa de tu”, eixes paraules han sigut la millor de

les medicines.

Haurieu de ser eterns. Vos vull.



Puesto que no creo en ningun Dios, he construido un cielo a mi medida. En él me
esperan, lamentablemente, muchas personas que hoy estarian felices de celebrar
conmigo: mis cuatro abuelos, mi tio Domingo, mi tia Carmen, y mis tios Pablo e
Isabel. A todos ellos, los llevo en siempre en mis recuerdos, siempre me
acompafian, ayudandome a ser quién soy. Sin embargo.. no puedo evitar
nombrar a mi tio Miguel. Una de las personas que mas me querra jamas. Puc sentir

com agafes la meua ma, i em comptes l'orgullds que estas de mi.
Y por dltimo, como no podria ser de otra forma:

A Lauray Alejandro. Os fuisteis demasiado pronto, y vuestra ausencia ain me duele,
pero no he podido tener mas suerte en la vida de haberla compartido con vosotros.

Habéis sido, sois, y seréis siempre, la luz que guia mi camino.









	Abreviaturas
	Resumen
	Abstract
	Introducción y Objetivos
	1. Desarrollo del Sistema Nervioso Central
	1.1 Neurulación
	1.2 Vesiculación y segmentación
	Familia de proteínas WINGLESS-INT (WNT)

	1.3 Proliferación y diferenciación
	1.4 Migración neuronal
	En el pasado, se pensaba que solo había unos pocos casos de estructuras formadas por células de zonas distantes que necesitan procesos de migración a larga distancia. Pero, con el tiempo, cada vez más estudios describen procesos de migración tangencia...

	1.5 Guía axonal:
	Familias de moléculas de guía axonal:
	Dianas intermedias
	Fasciculación


	2. La Habénula y el fascículo retroflejo
	2.1 El sistema límbico
	2.2 El complejo de la Habénula (Hb)
	2.3 Desarrollo del núcleo habenular
	2.4 Conectividad del núcleo habenular
	2.5 Función del núcleo habenular
	2.6 El fascículo retroflejo (fr)
	2.7 Trayectoria del fr en el contexto del paradigma prosomérico
	2.8 Guía axonal del fr en desarrollo
	Amigo2:


	3. Objetivos

	Materiales y métodos
	Discusión
	Conclusiones
	Conclusions
	Referencias bibliográficas
	Anexos
	Anexo 1A:
	Rol mediado por Netrin 1 de la Sustancia Negra Pars Compacta y el Área Tegmental Ventral en la guía de los axones habenulares mediales

	Netrin 1-Mediated Role of the Substantia Nigra Pars Compacta and Ventral Tegmental Area in the Guidance of the Medial Habenular Axons
	Anexo 1B:
	Rol de Wnt1 en el desarrollo de la Habénula y el fascículo retroflejo.
	Wnt1 role in the development of the Habenula and the fasciculus retroflexus.
	Anexo 2:
	La molécula de adhesión Amigo 2 está involucrada en el proceso de fasciculación del fascículo retroflejo
	Adhesion molecule Amigo2 is involved in the fasciculation process of the fasciculus retroflexus.

	Agradecimientos
	Ntn1.pdf
	Netrin 1-Mediated Role of the Substantia Nigra Pars Compacta and Ventral Tegmental Area in the Guidance of the Medial Habenular Axons
	Introduction
	Materials and Methods
	Mouse Strains
	Dcc, Ntn1, and Gli2 Mutant Mice
	In situ Hybridization and Immunohistochemistry
	Open Neural Tube Explant Technique
	Ectopic Implantation of SNc in ONT Experiments
	Overexpression of Ntn1 in ONT Experiments
	Axonal Tracing
	ONT Immunochemistry
	Whole-Mount Immunostaining and Clearing Procedure (iDISCO)
	Image Processing

	Results
	The fr Trajectory Through the SNc and VTA
	The mHb Axons Are Disoriented in SNc and VTA Absence
	The SNc and VTA Attract Hb Axons
	The SNc and VTA Express Ntn1 and Locally Secrete Its Protein
	Ntn1 Plays a Role in fr Guidance
	The fr Phenotype in Ntn1 and DCC Mutant Mice

	Discussion
	Relations of the Hb Axons and the SNc and VTA
	SNc and VTA Direct the mHb Axons
	Ntn1–DCC Mechanism Has a Complex Role in the Guidance of mHb

	Data Availability Statement
	Ethics Statement
	Author Contributions
	Funding
	Acknowledgments
	Supplementary Material
	References


	wnt1.pdf
	Wnt1 Role in the Development of the Habenula and the Fasciculus Retroflexus
	Introduction
	Materials and Methods
	Mouse Strains
	Bromodeoxyuridine Injections
	Axonal Tracing
	Immunohistochemistry and In situ Hybridization
	iDISCO
	Cresyl Violet Staining
	Image Acquisition, Image Processing, and Data Analysis

	Results
	Wnt1-/- Habenular General Phenotype
	Habenular Volumes and Subnuclei Organization Analysis in Wnt1-/-
	Proliferation Analysis of the Habenular Complex
	Altered fr Trajectory in Wnt1-/-
	Altered Territories in the Wnt1-/- fr Pathway

	Discussion
	Wnt1 Effect in Habenular Development
	Wnt1 Effect on the fr

	Data Availability Statement
	Ethics Statement
	Author Contributions
	Funding
	Acknowledgments
	Supplementary Material
	References


	Agradecimientos.pdf
	Agradecimientos


