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RESUMEN

El gen Lis1 cumple un importante rol en la regulacién de la migracion
neuronal y en la organizacion de la citoarquitectura cortical durante el desarrollo del
neocortex. En este trabajo, se ha estudiado la distribucidon y maduracién de las
interneuronas que expresan somatostatina (SST+) en el palio dorsal y en la corteza
cingulada durante el desarrollo embrionario y postnatal, respectivamente, empleando
para ello un modelo murino mutante selectivo para el gen Lis1, con el fin de deter-
minar si la eliminacion de la expresion de Lis1 afecta a los procesos de migracion y
maduraciéon de este tipo neuronal. Los resultados indican que los ratones mutantes
para Lis1 presentan reducciones en la densidad de interneuronas SST+ en ambos
estadios analizados, aunque la magnitud de la variacion difiere en funcion de la
regidn cingulada y la capa cortical estudiada; mientras que la maduracion de las
interneuronas SST+ parece afectada en la capa VI, lo cual sugiere que Lis1 puede
ser importante para la correcta migracion de las interneuronas SST+ hacia la corteza
cingulada y su posterior maduracion, por lo que su mutacion puede asociarse con la

etiologia de diversos rasgos conductuales o enfermedades neuropsiquiatricas.

ABSTRACT

Lis1 gene plays an important role in regulating neuronal migration and
organizing cortical cytoarchitecture during the development of the neocortex. In this
study, the distribution and maturation of somatostatin-expressing interneurons (SST+
interneurons) in the dorsal pallium and the cingulate cortex during embryonic and
postnatal development, respectively, were examined using a selective mutant murine
model for the Lis7 gene, in order to determine if the elimination of Lis1 expression
affects the migration and maturation processes of this neuronal type. The results
indicate that Lis7 mutant mice show reductions in the density of SST+ interneurons at
both analyzed stages, although the magnitude of the variation differs depending on
the cingulate region and the cortical layer studied; whereas the maturation of SST+
interneurons seems affected in layer VI, which suggests that Lis7 may be important
for the correct migration of SST+ interneurons to the cingulate cortex and their
subsequent maturation. Therefore, its mutation may be associated with the etiology

of various behavioral traits or neuropsychiatric disorders.

Palabras clave: Lis7, interneuronas SST+, migracion neuronal, maduracion, corteza

cingulada anterior, corteza retrosplenial



INTRODUCCION

La corteza cerebral es una estructura caracterizada por presentar una
elevada complejidad estructural y funcional, la cual esta constituida por el
arquicortex, el paleocortex y el neocortex'. Evolutivamente, el neocortex ha
aumentado notablemente su tamano y complejidad durante la radiacién de los
mamiferos, lo que ha llevado a su division en mas de 50 areas estructuralmente
diferentes que surgen como fruto de un complejo proceso de regionalizacion que
lleva a cada area neocortical a especializarse en la ejecucion de tareas concretas’2.
Por ello, comprender con qué regiones cerebrales se conecta cada area y
caracterizar los actores que intervienen en su desarrollo y correcto funcionamiento
resulta vital para estudiar la etiologia, progresion y prondstico de las enfermedades

neuropsiquiatricas, asi como su relacién con las alteraciones en el neurodesarrollo.

Estructura y organizacion del neocértex

El neocdrtex es una estructura laminar formada por seis capas que se
desarrollan a través de un patrén conocido como “de dentro hacia fuera”, en el que
las capas mas profundas son las primeras en formarse, mientras que las capas mas
superficiales se originan posteriormente, a excepcion de la capa |, que, a pesar de
ser la mas superficial, es la primera en desarrollarse'?. De esta forma, el neocdrtex
queda formado por la capa molecular (capa I), con un numero reducido de somas
neuronales; las capas granular y piramidal externa (capas Il y lll, respectivamente),
con un predominio de neuronas piramidales; la capa granular interna (capa V),
donde predominan las células estrelladas; la capa piramidal interna (capa V), con

neuronas piramidales de gran tamario; y la capa multiforme (capa VI)'.

Asimismo, el neocortex presenta un segundo tipo de organizacion en el eje
transversal, en el que encontramos columnas cilindricas radiales que atraviesan las
seis capas anteriormente mencionadas y se distribuyen a lo largo de toda la corteza,
las cuales reciben el nombre de columnas corticales. Estas columnas son
consideradas como la unidad funcional mas elemental del neocortex y cada una de
ellas queda formada por un microcircuito local, que contiene el nimero minimo de

neuronas necesario para llevar a cabo la tarea o funcion que deben mediar’.

En el neocortex, encontramos una diversidad neuronal muy amplia. El tipo

neuronal mas representado en esta estructura son las neuronas piramidales, que



suponen el 75-85% del total de neuronas corticales, y se caracterizan por presentar
actividad excitatoria al emplear el glutamato como neurotransmisor y por proyectar
sus axones hacia otras areas de la corteza o del sistema nervioso central (SNC)'3.
En segundo lugar, encontramos un grupo altamente heterogéneo de neuronas no
espinosas que representa el 15-25% de las neuronas presentes en esta estructura:
las interneuronas GABAérgicas, las cuales emplean el acido y-aminobutirico (GABA)
como neurotransmisor, lo que les brinda caracteristicas inhibitorias; ademas de

presentar un axon que arboriza localmente dentro de la propia columna cortical®.

Todos estos tipos neuronales presentan una alta densidad de conexiones
especificas entre si, de forma que establecen microcircuitos corticales en los que
existe un balance entre excitacion e inhibicidn en funciéon del estimulo y de la
proporcion y tipo de neuronas que se activan en respuesta a este. Asi, la pérdida de
este balance en el neocdrtex esta intimamente relacionado con la aparicién de

diversos rasgos conductuales asociados a las enfermedades neuropsiquiatricas’.

Desarrollo del neocértex y migracion neuronal

El desarrollo del neocortex (o corticogénesis) es un proceso altamente
complejo, debido, principalmente, a la heterogeneidad celular que presenta y a su
organizacion estructural. Durante los estadios mas tempranos del desarrollo del
SNC, el tubo neural presenta en su regidn mas rostral una estructura llamada
telencéfalo, la cual muestra un desarrollo histogenético diferencial en sus porciones
nuclear (subpalio) y cortical (palio), siendo el palio el primordio a partir del cual se
genera el neocértex'®. Asi, la corticogénesis comienza en el dia 9.5 del desarrollo
embrionario murino (9 dias después de la fecundacién, considerando el dia E0.5

como el momento en que se detecta el tapon vaginal en la hembra prefiada)’.

El desarrollo cortical se produce a través de sucesivas etapas de
proliferacion, migracion y diferenciacion de los distintos tipos celulares presentes en
el neocértex. Durante el desarrollo temprano, las células neuroepiteliales se
organizan en dos capas ubicadas sobre la pared de los ventriculos: la zona
ventricular (VZ) y la zona subventricular (SVZ), desde donde se diferencian en
neuronas postmitoticas inmaduras (o neuroblastos) entre los dias E10.5 y E17.5 del
desarrollo murino®. Tras ello, los neuroblastos generados migran hacia la region

dorsal del palio embrionario en un orden temporal especifico, formando en primer



lugar una fina lamina que recibe el nombre de preplaca, la cual, debido a la continua
acumulacion de neuroblastos, se dividird en la zona marginal (MZ) en su porcién
superficial, que dara lugar a la capa | del neocodrtex; y en la subplaca (SP) en su
porcidn inferior?®. En el centro de la preplaca, las neuronas se organizan en capas
para conformar la placa cortical (CP), a partir de la cual se desarrollara el futuro
neocortex, de modo que los primeros neuroblastos que alcanzan la CP estructuran
las capas mas profundas del neocértex (capas IV-VI) y los neuroblastos generados

posteriormente daran lugar a las capas mas superficiales del mismo (capas II-111)2.

A pesar de que el proceso de desarrollo descrito es comun para neuronas
piramidales e interneuronas, estas se generan en nichos proliferativos diferentes, por
lo que requieren de modos de migracion distintos para alcanzar su posicién final en
la CP. Por un lado, las neuronas piramidales se generan en el palio, accediendo a la
CP a través de procesos de migracion radial dependientes del contacto con la glia
radial. Por otro lado, las interneuronas nacen en diversos nichos proliferativos
ubicados en el subpalio, como son las eminencias ganglionares y el area preoptica,
desde donde deben migrar tangencialmente, es decir, de forma paralela a la

superficie ventricular, sin establecer contacto con la glia radial®® (Figura 1A).

El proceso de migracién tangencial ocurre en sucesivas etapas, en las que las
interneuronas deben abandonar el nicho proliferativo en el que se originan para
ingresar en el palio y alcanzar su posicién laminar definitiva en la CP en desarrollo.
Para ello, las interneuronas migran hacia su destino siguiendo gradientes de factores
guia con accion quimiotropica que dirigen su salida del subpalio®. Una vez alcanzan
el palio, las interneuronas se organizan en sucesivas corrientes migratorias para
alcanzar la CP entre los dias E11-E18, empleando dos rutas de migracion tangencial
diferentes: una superficial a través de la MZ y la SP, y otra profunda a través de la
zona intermedia (1Z) y la SVZ (SVZ/1Z) del palio dorsal, recorriendo en este ultimo

caso la I1Z, la SP e ingresando finalmente en la CP en desarrollo®® (Figura 1A).

Una vez alcanzan el area del palio dorsal donde deben establecerse, las
interneuronas se ven obligadas a modificar su tipo de migracién para poder alcanzar
la capa correcta dentro de la CP. Por un lado, una subpoblaciéon de interneuronas
que migran a través de la IZ emplean un segundo tipo de migracion denominada

ventriculo-dirigida, por medio de la cual acceden a la VZ para interaccionar con la



glia radial presente en la superficie ventricular y obtener asi informacion posicional
que les ayude a alcanzar la capa correspondiente® (Figura 1B). Por otro lado, las
interneuronas que migran a través de la SVZ/IZ ascienden hasta la MZ, ubicada
sobre la CP en formacion, donde se distribuyen con las interneuronas que migran
directamente a través de la MZ>’. En dicha regién, las interneuronas exhiben una
migracion tangencial multidireccional en la que transitan entre periodos estacionarios
y periodos de migracion activa, pudiendo moverse tanto de forma dirigida como
aleatoria (“random walk”), hasta, llegado el momento, descender hacia su capa
correspondiente en la CP a través de procesos de migracion radial” (Figura 1A).
Finalmente, las interneuronas alcanzan su posiciéon dentro de la CP en desarrollo,

donde maduran y se integran en los microcircuitos corticales correspondientes®.
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Figura 1. Migracion de interneuronas GABAérgicas corticales hacia el neocértex en desarrollo.
(A) Las interneuronas, tras desarrollarse en las eminencias ganglionares (GE) del subpalio, migran
tangencialmente a través de corrientes superficiales que recorren la MZ y la SP del palio dorsal
(células rosas) asi como a través de corrientes mas profundas que recorren la 1Z y la SVZ (células
azules), tras lo cual acceden a la CP en desarrollo. Algunas de las interneuronas que recorren la
SVZ/IZ ingresan en la VZ de forma previa a su migracion hacia la CP. (B) La mayoria de
interneuronas que migran a traveés de la SVZ/IZ ascienden después hacia la MZ a través de migracion
radial, se desplazan en el plano tangencial de forma multidireccional (“random walk”) y finalmente
ingresan en la CP. Extraido de (A) Nadarajah et al., 2002 y (B) Tanaka et al., 2009.

En la actualidad, existe una extensa investigacién acerca de un conjunto de
patologias neuropsiquiatricas conocidas como “interneuronopatias”, entre las que se
encuentran la lisencefalia ligada al cromosoma X, algunos subtipos de esquizofrenia
o el sindrome de Miller-Dieker, causadas por un proceso de migracion de
interneuronas funcionales deficiente®. A nivel molecular, existen diversos genes
implicados en su desarrollo, pero nos centraremos en el papel de un unico gen: el

gen Lis1, debido a su relevancia funcional durante la migracion neuronal®.



El gen Lis1y su funcién en el desarrollo cortical

El gen PAFAH1B1 (Lis1 en adelante) es el principal gen asociado a la etiologia
de la lisencefalia tipo |, una malformacioén cerebral provocada por una reduccién en
la migracién neuronal que conduce a una alteracién profunda de la organizacion
cortical®. A nivel clinico, la lisencefalia cursa con retraso mental severo, crisis
epilépticas habitualmente intratables, alteraciones motoras, en el aprendizaje y en la
memoria; asi como una mayor predisposicion al desarrollo de trastornos psicoticos,
por lo que se estima una esperanza de vida corta para los individuos que la
padecen®. No obstante, el estado mutacional del gen Lis7 también ha sido asociado
a la etiologia de diversos trastornos neuropsiquiatricos de menor gravedad, como

son algunas formas poco frecuentes de trastorno bipolar o de esquizofrenia".

El gen Lis1 esta formado por 11 exones, con una regién codificante de 1233
pares de bases (pb). El gen esta ubicado en el brazo corto del cromosoma 17
humano (cromosoma 17p13.3), en una regidon conocida como “region critica de
lisencefalia”?, debido a que, segun han demostrado diversos estudios de cartografia
genética realizados en pacientes neuropediatricos, concentra multiples loci
necesarios para orquestar el desarrollo del SNC durante la embriogénesis, los

cuales son especialmente susceptibles de sufrir mutaciones®'2.

El gen Lis1 presenta una expresion elevada en el SNC desde el desarrollo
embrionario temprano®, y su producto génico es una proteina de 46,6 kDa y 410
aminoacidos de longitud, que pertenece a la familia de proteinas WD-40°". La
funcién principal de esta familia de proteinas es mediar la formacion de complejos
multiproteicos que regulan funciones celulares complejas como son el control de la
division celular, la determinacion del destino celular o el control de la transcripcion
génica, entre otras'™. Sin embargo, la funcion mas importante y ampliamente
estudiada de LIS1 es la regulacion del motor molecular dineina, una proteina de alto
peso molecular que estabiliza y controla el comportamiento dinamico de la red de
microtubulos que conforman el citoesqueleto durante los procesos de proliferacion y

migracion neuronal, la integracién sinaptica y en el transporte axoplasmatico®®.

Para estudiar la funcion de Lis7 en el desarrollo cortical, histéricamente se han
empleado dos modelos animales: una linea que porta un alelo funcional y otro nulo
del gen Lis1, debido a la delecion completa de uno de los dos alelos (Lis7 +/-); y una

segunda linea en la que se ha delecionado el primer exon de uno de los dos alelos



del gen Lis1, dando lugar a una proteina LIS1 mas corta (Lis7/sLis7)". La delecion
homocigoética del gen Lis1 causa letalidad embrionaria temprana, por lo que el éxito
de ambas lineas radica en que los ratones, al ser heterocigotos para la mutacion
introducida, son viables y fértiles, ademas de manifestar alteraciones corticales

similares a las observadas en pacientes de lisencefalia tipo I'*°.

En la actualidad, los avances en biologia molecular han hecho posible el
desarrollo de modelos animales mas especificos que los anteriores, con los que
modificar la expresion de un solo gen en un tipo celular y momento del desarrollo
concreto para estudiar su funcion. Para ello, se emplea la tecnologia de
recombinacién Cre-Lox, con la que se expresa la recombinasa Cre bajo el control de
un promotor especifico, con el fin de eliminar una secuencia de ADN de interés
“floxada” (o flanqueada por dos secuencias Lox P)'®. Esta tecnologia ha sido
empleada para generar el modelo de estudio utilizado en este trabajo, en el cual se
ha inactivado la expresion del gen Lis7 unicamente en interneuronas que expresan
somatostatina (o interneuronas SST+) al expresar la recombinasa Cre bajo el control

del promotor del gen Sst, generando asi un ratdon mutante knock-out (ko) para Lis1.

Interneuronas SST+: origen, biologia y funcién

A diferencia de las neuronas piramidales, el conjunto de interneuronas
GABAérgicas corticales destaca por exhibir una elevada diversidad de fenotipos
morfoldgicos y propiedades celulares y electrofisioldgicas diferentes, lo cual dificulta
su categorizacion en subtipos independientes®. Sin embargo, en la actualidad se ha
conseguido establecer una clasificaciéon que define tres clases no solapantes de
interneuronas en base al marcador neuroquimico que expresan, la cual engloba a la
practica totalidad de las interneuronas GABAérgicas presentes en el neocértex
adulto: las interneuronas que expresan somatostatina (SST+), parvalbumina (PV+) y
la subunidad A del receptor de serotonina 5HT3 (5HT3a+)"" (Figura 2).

Cada clase de interneurona presenta un programa de desarrollo especifico.
Las interneuronas SST+ y PV+ nacen, mayoritariamente, en la eminencia ganglionar
medial (MGE) entre los dias E10.5-E16.5 del desarrollo murino, con la diferencia de
que las interneuronas SST+ derivan de la division dorsal de la MGE y presentan un
pico de desarrollo durante el dia E14.5, mientras que las interneuronas PV+ surgen

de la divisién ventral de la MGE y su pico de desarrollo ocurre en el dia E15.5*"". Por



otro lado, las interneuronas 5HT3a+ son consideradas neuronas de desarrollo tardio,
ya que nacen en estadios posteriores al dia E15.5 en nichos neurogénicos distintos

a la MGE, como es el caso de la eminencia ganglionar caudal (CGE)* (Figura 2).
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Figura 2. Clasificacion de las interneuronas GABAérgicas corticales. Las interneuronas se
dividen en tres clases no solapantes que difieren en el marcador neuroquimico que expresan, en su
abundancia en el neocértex y en el nicho proliferativo del que derivan. Extraido de Mazuir et al., 2021.

Las interneuronas SST+, objeto de estudio de este trabajo, representan el
30% del total de interneuronas GABAérgicas presentes en el neocortex y el
hipocampo del ratén'. Estas interneuronas se caracterizan por poseer un axon de
proyeccion local que se extiende dentro del area cortical en que se encuentran para
formar sinapsis inhibitorias, asi como por expresar un neuropéptido con actividad
neuromoduladora e inhibitoria llamado somatostatina (SST), el cual potencia el
efecto de GABA en las sinapsis inhibitorias al iniciar su accion mas lentamente que
GABA vy durar su efecto un mayor tiempo*'’. El gen Sst comienza a expresarse en
interneuronas SST+ a partir del dia E13, aumentando su expresion en estadios
postnatales’®. Sin embargo, la falta de maduracién de la SST durante el desarrollo
embrionario y los bajos niveles a los que se expresa en estadios tempranos

dificultan su uso como marcador neuroquimico hasta etapas postnatales y adultas*®.

A nivel funcional, las interneuronas SST+ forman una compleja red que regula
la actividad excitatoria de las neuronas piramidales a lo largo del neocortex, la cual
recibe el nombre de sistema somatostatinérgico. Estas interneuronas se
distribuyen de forma heterogénea en el neocdrtex, donde median, principalmente, la

inhibicidn de la actividad excitatoria de las neuronas piramidales de la capa II/I1I"8,

10



De esta forma, las interneuronas SST+ son las encargadas de mantener el
balance entre activaciéon e inhibicion en los circuitos corticales en los que se
integran, de modo que la pérdida de este balance puede dar lugar a un fenotipo
cognitivo o conductual patoldgico™. Sin embargo, dicho fenotipo resultante va a
depender del area cortical afectada y de las funciones que medie, de modo que este

trabajo ha centrado su atencién en el estudio de la corteza cingulada.

Corteza cingulada

La corteza cingulada es una estructura neocortical implicada directamente en
el control motor, en la formacion de la memoria episddica, en la motivacion, en el
procesamiento de la informacién espacial y, en especial, en la vinculacion de
informacion de recompensa o castigo al comportamiento, influyendo notablemente

en la eleccion de aquellas acciones que determinan la conducta social®.

En humanos, la estructura de la corteza cingulada puede dividirse en tres
regiones en funcion de su citoarquitectura y de su patréon de conectividad con otras
areas: la corteza cingulada anterior (ACC) en su porcion mas rostral, la corteza
mediocingulada (MCC) en el tercio intermedio, y la corteza cingulada posterior (PCC)
en su porcion caudal’. Sin embargo, los estudios de neuroanatomia actuales
concuerdan en que la estructura de la corteza cingulada del raton presenta
diferencias significativas respecto a la de otros mamiferos filogenéticamente
superiores, como son la ausencia de una capa IV diferenciada, la existencia de una
MCC ubicada dorsalmente respecto a la ACC (en contraposicién a la posicion caudal
que ocupa la MCC respecto a la ACC en humanos) y el desarrollo de una PCC
conformada por una Unica estructura denominada corteza retrosplenial (RSC)®. No
obstante, para facilitar el analisis, este estudio ha considerado la MCC como parte
de la ACC siguiendo el criterio establecido en las clasificaciones neuroanatomicas
convencionales, de modo que sea posible estudiar la estructura de la corteza

cingulada de forma integral a través del analisis de la ACC y la RSC (Figura 3A).

La ACC es una region de la corteza cingulada formada por las areas de
Broadmann 24, 24’, 25 y 32%°. Esta estructura presenta un importante nimero de
conexiones reciprocas con el sistema limbico, y en especial con la amigdala y el
hipocampo; asi como con diferentes estructuras neocorticales, como las cortezas

motora y prefrontal'® (Figura 3B). Este hecho le confiere un papel clave en el
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procesamiento de la memoria episddica y del aprendizaje accidén-resultado, basado

en la integracion de informacion emocional para la planificacion de conductas’%°.

Por otro lado, la RSC es una region de la corteza cingulada que queda
formada por las areas 29 y 30 de Broadmann en roedores®. La RSC proyecta, al
igual que en el caso anterior, hacia diversas estructuras limbicas y neocorticales,
siendo importantes las conexiones reciprocas con la regién parahipocampal, el
hipocampo, la corteza parietal medial y el tdlamo limbico'™ (Figura 3B). Su funcion
esta intimamente relacionada con la orientacion durante el movimiento, con el

aprendizaje y con la consolidacién de memoria a largo plazo y la memoria espacial®.
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Figura 3. Estructura y funcién de la corteza cingulada. (A) Interpretacion neuroanatémica actual
de la estructura de la corteza cingulada (izquierda) e interpretacién neuroanatémica convencional
(derecha). (B) Conexiones principales de cada regidon de la corteza cingulada con otras regiones
cerebrales. Extraido de (A) van Heukelum et al., 2020 y (B) Hayden BY & Platt ML, 2009.

No obstante, el proceso de regionalizacion del neocértex se produce de forma
paulatina a lo largo del desarrollo cortical, por o que durante la embriogénesis el
palio dorsal se presenta como un conjunto de territorios telencefalicos prospectivos
que no adquiriran su identidad definitiva hasta etapas posteriores del desarrollo’?.
Por ello, este trabajo ha analizado la estructura de la corteza cingulada unicamente
durante el desarrollo postnatal, mientras que el analisis de la corteza cingulada

embrionaria se ha realizado a través del estudio de la estructura del palio dorsal.

Por ultimo, diversos estudios indican que algunos trastornos cognitivos leves
y enfermedades neuropsiquiatricas, como la esquizofrenia o la epilepsia, cursan con
una pérdida significativa de interneuronas SST+ en la ACC y la RSC, lo cual pone de
manifiesto su implicacion en la etiologia de las entidades clinicas mencionadas?'-%.
Por ello, este trabajo pretende indagar en el papel del gen Lis7 en la migracion y
maduracién de interneuronas SST+ hacia la corteza cingulada, asi como en su

posible relacion con el desarrollo de un fenotipo estructural y funcional patologico.
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MATERIALES Y METODOS

Cepa de ratones transgénica

Para realizar los diferentes experimentos, se utilizd una cepa de ratones
transgénica denominada SST-Lis7-RFP. Esta cepa expresa las siguientes
construcciones: SST-Cre (donde la recombinasa Cre esta regulada por el promotor
del gen Sst; Sst™2'®)Zh/) The Jackson Laboratory), flox-Lis1-flox (gen Lis1 flanque-
ado por dos sitios Lox P; 129S-Pafah1b1™** The Jackson Laboratory), y CAG-RFP,
que codifica para la la proteina roja fluorescente (RFP) y se expresa unicamente en
presencia de la recombinasa Cre (B6.Cg-Gt(ROSA)26Sormo(cAG-TDTotomato)Hze/ | - The
Jackson Laboratory). En esta ultima construccion, existe un codén de terminacion
“aguas arriba” de la secuencia del gen tdTomato (RFP) que impide la expresion de
RFP en ausencia de Cre. Esta cepa no ha sido descrita previamente en la literatura

cientifica, por lo que en la actualidad no existen datos publicados acerca de su uso.

Los ratones knock-in SST-Lis1-RFP fueron generados cruzando ratones
hembra Lis1 flox/flox-RFP con ratones macho heterocigotos SST-Cre; Lis1 flox/+, de
modo que en la descendencia se obtuvieron ratones Lis7 flox/flox; Cre/+; RFP+, en
los que se elimind la expresion de las dos copias del gen Lis7 (grupo mutante Lis1
SST-ko); y ratones Lis1 flox/+; Cre/+; RFP+, que mantenian la expresion de una de
las dos copias de Lis? (ratones control). Asimismo, tanto los ratones del grupo

control como los del grupo mutante expresaban la proteina RFP (Figura 4).

A Promotor SST

Cromosoma16 [} ——

Grupo control

Promotor Lis1 (Lis1 flox/+; Cre/+; RFP+)
Cromosoma 11 Lis1 _

Promotor CAG oo, * Grupo mutante Lis7 SST-ko
Cromosoma 6 ox. tdTomato (RFP) >, ___k) (Lis1 flox/flox; Cre/+; RFP+)

Figura 4. Construcciones génicas empleadas en la generacion del modelo animal de estudio.
(A) Estructura de las tres construcciones que expresa la cepa murina SST-Lis7-RFP, formadas por
una secuencia promotora (rectangulos con vértices redondeados), una region codificante (rectangulos
grandes con vértices puntiagudos) y las secuencias Lox P sobre las que actua Cre (rectangulos
pequefos morados). (B) Genotipo completo de los ratones en funcion del grupo de estudio.

Todos los animales utilizados en este proyecto fueron mantenidos, manejados
y sacrificados segun la normativa establecida en la Directiva Esparfiola Real Decreto
1201/2005 vy la Directiva de la Union Europea 2010/63/UE, relativas a la proteccion
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de los animales utilizados para fines cientificos. Asimismo, de forma previa a la
elaboracién de este trabajo, la Oficina de Investigacion Responsable (OIR) de la

Universidad Miguel Hernandez de Elche autoriz6 su realizacion (Anexo Figura 1).

Genotipado de animales transgénicos

Para identificar y discernir entre ratones mutantes y controles se realizé un
ensayo de genotipado de todos los animales empleados en el estudio a través de la
Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR), que permite amplificar muestras de
ADN directamente extraidas de los animales a través de un proceso iterativo de
desnaturalizacion del ADN, hibridacién con cebadores especificos, y elongacion y

formacion de nuevas cadenas de ADN por medio del uso de una ADN polimerasa.

Para realizar la extraccion, se obtuvieron muestras bioldgicas procedentes de
la pata de los ratones sacrificados durante el dia E16.5 y de la cola de los ratones
sacrificados un dia después de su nacimiento (dia postnatal 1, P1). Cada muestra
fue incubada en 100 pyL de NaOH 50 mM en un termobloque en agitacién continua

durante 25 minutos a 95°C de temperatura, con el fin de provocar la lisis del tejido.

De forma previa a la realizacién de la PCR, se prepar6 una disolucion madre
(o master-mix) que contiene todos los reactivos, cofactores y moléculas clave para
poder llevar a cabo el ensayo. Para ello, se introdujo en un tubo eppendorf de 1 mL
los diferentes componentes: los cebadores forward y reverse a concentracion 10 mM
cada uno, asi como la disoluciéon Kapa (Kapabiosystems, KM5610), que contenia la
ADN polimerasa junto con todos los desoxirribonucledtidos trifosfato necesarios para
la sintesis del ADN Yy los cofactores necesarios para el correcto funcionamiento de la
ADN polimerasa. De esta forma, para preparar la disolucion madre se emplearon 12
ML de disolucion Kapa y 1 pL de disolucion de cebadores por cada muestra bioldgica
a analizar. Las secuencias de los cebadores forward y reverse empleados para la
amplificacion de las construcciones génicas SST-Cre y flox-Lis71-flox se muestran a
continuaciéon: SST Forward (SST FP): 5-CTGGAAGACATTCACATCCTG-3’; SST
Reverse (SST RP): 5-TATGGCAGCTGTTCCCCAATAG-3"; Cre Forward (Cre FP):
5-CGGTCGATGCAACGAGTGATG-3"; Cre Reverse (Cre RP):
5-AGCCTGTTTTGCACGTTCACC-3"; flox-Lis1-flox Forward (flox-Lis7-flox FP):
5-TGAATGCATCAGACCATGC-3"; flox-Lis1-flox Reverse (flox-Lis1-flox RP):
5-CTCCTACCACTAAAGCTTCTTC-3".
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Una vez preparada y homogeneizada la disolucion madre, se introdujeron 13
ML de la misma en cada uno de los tubos de PCR empleados, siendo necesario un
tubo por cada animal a genotipar. Por ultimo, se introdujo 1 uL de sobrenadante con
ADN procedente del medio de extraccion en cada uno de los tubos de PCR. Cada
ensayo de genotipado se realizd en presencia de un control positivo, que contenia
una muestra de ADN de la cual tenemos la certeza que contiene la region génica a
amplificar por PCR; y un control negativo, que contiene agua ultrapura (obtenida por
sistema milli-Q) en lugar de la muestra de ADN. Estos controles permiten asegurar
que la PCR se ha realizado en las condiciones adecuadas y que no existe
contaminacién de las muestras a analizar ni de los reactivos empleados. De esta
forma, se realizé la PCR siguiendo un programa de temperaturas, tiempos y nimero

de ciclos especifico para cada regién a amplificar (Anexo Figura 2).

Una vez finalizada la PCR, se realizé una electroforesis en gel de agarosa al
2% para determinar el resultado de la misma. El gel se preparé previamente
diluyendo la agarosa pura en tampon TAE 1x (Tris-acetato 0,04 M, EDTA 0,001 M),
se calentd hasta su completa disolucién y se afadieron 15 uL de Green Safe por
cada 100 mL de tampon TAE 1x empleado, dejando enfriar el gel unos 30 minutos
hasta su completa solidificacion. El Green Safe es un agente que interactua con el
ADN sin intercalarse entre pares de bases, permitiendo la deteccion del ADN tras la

electroforesis al emitir fluorescencia cuando es excitado con luz ultravioleta.

Tras la preparacion del gel, se realizd la electroforesis empleando una
corriente de 120 V durante 20 minutos para asegurar la correcta separacion de las
moléculas de ADN por tamano, observandose el resultado tras exponer el gel a

radiacion ultravioleta B con una longitud de onda de 312 nm.

Los animales fueron separados en los diferentes grupos de estudio en funcién
del tamafo de las bandas observadas en el gel, puesto que las copias silvestre y
mutante de la construccion flox-Lis7-flox amplificada presentan un tamafo de 167 pb
y de 210 pb, respectivamente; mientras que el tamafio de la copia silvestre y
mutante de la construccion SST-Cre es de 370 pb y de 320 pb, respectivamente.
Asi, los animales con al menos una copia silvestre de la construccion flox-Lis7-flox
fueron incluidos en el grupo control del estudio, mientras que los animales que

presentaron las dos copias mutantes para la construccidon flox-Lis7-flox fueron
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incluidos en el grupo mutante. Asimismo, todos los animales debian poseer una

copia mutante y otra silvestre de la construccion SST-Cre (Anexo Figura 3).

Preparacion del tejido y corte de secciones coronales de cerebro

Una vez extraido el cerebro de cada animal, estos se incluyeron en agarosa
liquida al 4% en el interior de un molde para obtener un bloque sélido que permita
cortar el tejido. Tras preparar el tejido, se realizaron cortes coronales de 40 um de
grosor en un vibratomo Leica VT1000 S, empleando una velocidad de corte 0,175
mm/s y una frecuencia de 50 Hz. Asi, los cortes obtenidos fueron recogidos e
incluidos en una placa para cultivo celular con fondo plano donde fueron distribuidos
en dos series: la serie Ay la serie B, de modo que los cortes impares conformaron la
serie A y los cortes pares conformaron la serie B. Cada cerebro fue seccionado por
completo, depositandose cinco cortes de tejido por pocillo, por lo que el ensayo de
inmunofluorescencia se realizé sobre cortes flotantes en disolucion. Para evitar que

el tejido se secase, todos los pocillos fueron rellenados con PBS.

Este procedimiento se realiz6 del mismo modo para la preparacion del
material obtenido del resto de animales, empleandose un total de tres cerebros
procedentes de animales control y tres cerebros de animales mutantes por cada
estadio analizado. De esta forma, se confeccionaron tres casos de estudio para
analizar la migracién de interneuronas SST+ a E16.5 y otros tres casos para analizar

el dia P1, cada uno de ellos conformado por un animal control y por uno mutante.

Ensayo de inmunofluorescencia y montaje de preparaciones

Los ensayos de inmunofluorescencia permiten detectar la expresion de una
proteina especifica por medio de su marcaje con una sonda fluorescente. Dado que
la RFP posee fluorescencia intrinseca, no fue necesario el empleo de técnicas de
inmunomarcaje para su deteccion, por lo que este ensayo se realizd unicamente

para detectar la expresion de la SST durante el dia P1.

Todos los ensayos de inmunofluorescencia se realizaron del mismo modo
siguiendo un protocolo estandar (Anexo Figura 4). Para ello, se escogi6é una unica
serie de cortes flotantes y se incubd, en primer lugar, en una disolucién de bloqueo
formada por tampon fosfato salino (PBS) que contenia un 0,3% del detergente Triton

X-100 (Applichem), un 5% de albumina sérica (BSA; Sigma) y lisina al 10% (Sigma)
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durante un tiempo minimo de 90 minutos para evitar que el anticuerpo primario se
una al tejido de forma inespecifica. Posteriormente, se retird la solucion de bloqueo y
los cortes fueron incubados con un anticuerpo primario policlonal preparado en
conejo contra SST (Invitrogen, PA5-85759) diluido en disolucion de recuperacion
DAKO (DAKO, Dinamarca) a una concentracion de 1:200. Al dia siguiente, se retird
el anticuerpo primario y los cortes se lavaron durante 30 minutos con una disolucion
de PBS y detergente Tritdn X-100 tamponada con Tris (PBS-T; pH 7,4). Después, los
cortes se incubaron con un anticuerpo secundario de clase G (IgG) anti-conejo
preparado en burro y conjugado al fluorocromo Alexa Fluor 488 (Molecular Probes,
A21206), el cual emite fluorescencia verde al ser excitado con luz a una longitud de
onda de 488 nm, diluido en DAKO a una concentracion de 1:500. Posteriormente,
los cortes fueron nuevamente lavados con PBS-T durante 30 minutos e incubados
en una disolucién de 4',6-diamidino-2-fenilindol (DAPI; Molecular Probes) diluido en
PBS-T a concentraciéon 1:5000 durante 5 minutos, para contratefir los nucleos
celulares. Por ultimo, los cortes fueron lavados con PBS-T durante 20 minutos y

después con PBS durante otros 20 minutos, todo ello en intervalos de 10 minutos.

Una vez finalizado el ensayo de inmunofluorescencia, se procedié al montaje
de los cortes procedentes tanto de los animales sacrificados a E16.5 como a P1
sobre portaobjetos de vidrio. Una vez montados, se depositaron unas gotas de
medio de montaje Mowiol (Calbiochem)-NPG (Sigma) a una dilucion 10:1 sobre cada
cubreobjetos y, después, se puso en contacto con los portaobjetos, quedando las
preparaciones totalmente sellada y los cortes protegidos. Todas las preparaciones

fueron almacenadas en nevera a 4°C de temperatura para su conservacion.

Tras finalizar el procedimiento, se empled un microscopio confocal Leica TCS
SPE para obtener imagenes de alta definicion del tejido, las cuales fueron

analizadas posteriormente a través del software ImagedJ (NIH, Estados Unidos).

Cuantificacion celular por analisis de imagen: ImageJ

Las imagenes realizadas por microscopia confocal fueron analizadas a través
del software ImageJ, con el cual se realizaron contajes celulares de forma manual.
Para ello, se escogid en cada cerebro un unico corte de una porcion anterior y uno
de una porcién posterior, todas ellas obtenidas al mismo nivel en animales control y

mutantes, repitiendo dicho procedimiento en los tres casos a analizar por cada

17



estadio de desarrollo (Figura 5). Las imagenes de cerebros extraidos durante el dia
E16.5 poseian dos tipos de fluorescencia: azul para nucleos celulares y roja para
células que expresan RFP (células RFP+); mientras que las imagenes obtenidas a
partir de cerebros extraidos en el dia P1 poseian un tercer tipo de fluorescencia:

verde para células inmunopositivas para SST (células SST+).

A ACC MCC RSC B ACC .

Corte anterior Corte posterior

5\ = 2 %) \
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Figura 5. Seleccion de cortes representativos de la ACC y la RSC en el dia P1. (A) Nivel del eje
rostrocaudal de la corteza cingulada al que se han realizado los cortes coronales seleccionados para
su analisis por inmunofluorescencia, siendo el corte anterior representativo de la ACC (izquierda) y el
corte posterior de la RSC (derecha). (B) Imagenes 54/132 (arriba) y 75/132 extraidas del Allen Brain
Atlas, empleados para seleccionar los cortes anterior y posterior utilizados para el analisis de la ACC
y la RSC, respectivamente, a P1. Las secciones extraidas del Allen Brain Atlas muestranla ACC y la
RSC delimitada por una linea discontinua y sombreada en morado.

Posteriormente, el analisis de las imagenes se realizé de diferente forma en
funcion del estadio a analizar, siendo necesario delimitar el area cortical de interés.
Por un lado, dado que a E16.5 no es posible delimitar la corteza cingulada en el
neocortex embrionario, se analizé la migracion de las interneuronas SST+ a traves
de todo el palio dorsal embrionario durante el dia E16.5, delimitando dentro del palio
dorsal todos los estratos que lo conforman: la zona subventricular (SVZ), la zona
intermedia (1Z), la subplaca (SP), la placa cortical (CP) y la zona marginal (MZ).
Por otro lado, en el caso de los animales sacrificados a P1, se delimitd el area de la
ACC en la imagen tomada al corte mas rostral y la RSC en la imagen tomada al
corte mas caudal, haciendo uso del Allen Brain Atlas como material de referencia.
Dentro de la ACC y de la RSC, se delimitaron las cuatro capas que conforman su

estructura: las capas |, Il/lll (se consideran como una sola capa), V y VI (Figura 6).

Las imagenes fueron separadas por canales y analizadas por separado. En

ambos estadios, se realizé un contaje manual de células totales por capas y estratos
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de cada una de las imagenes, ademas de una medicioén del area de cada una de las
capas, obteniendo asi valores de células totales, superficie y densidad celular en
cada estrato del palio dorsal embrionario (dia E16.5) y en cada capa de la CP en
formacién (dia P1). Asimismo, para estudiar la maduracién de las interneuronas
SST+ en el estadio P1, se calculd la proporcion de células SST+ respecto al total de

células que expresan la construccion SST-RFP (proporcion células SST+/RFP+).

Microscopia confocal Canal rojo (células RFP+) Canal verde (células SST+)  Canal azul (nucleos celulares)

Figura 6. Analisis de imagen por ImageJ. El software ImageJ permite delimitar tanto el area total
como el de las capas de una region cerebral (en el caso mostrado se ha hecho con las capas I-VI de
la RSC de un raton del grupo control). Después, las imagenes superpuestas con los tres tipos de
fluorescencia se separan por canales (rojo, verde y azul) y se hacen contajes manuales de células
RFP+ y SST+ por capas con la funcién de conteo de Imaged. En la imagen se muestra una célula que
co-expresa RFP y SST (flechas verdes) y un grupo de células que expresan unicamente la proteina
RFP, siendo indetectable la presencia de SST (flechas blancas).

Para la realizacion de este trabajo, se empled un total de tres animales por
cada grupo de estudio y cada estadio: tres ratones en el grupo control y tres ratones
en el grupo mutante. Puesto que el neocértex se divide en dos hemisferios
contralaterales, los cuales presentan un desarrollo independiente en un mismo
animal, la N empleada en este estudio se corresponde con el numero total de
hemisferios cerebrales analizados en cada grupo, empleandose un total de seis
hemisferios en cada estadio del desarrollo (dias E16.5 y P1) y en cada grupo de

estudio (control y mutante), por lo que N = 6/grupo de estudio en todos los casos.

Todos los valores expresados representan la media + error estandar de la
media (SE). Para realizar el analisis estadistico de los resultados se empleo el
software Sigma Plot (Systat Software Inc.) y la evaluacidn de la significancia
estadistica de las diferencias entre grupos se determiné a través de la prueba
t-Student. Se considerd estadisticamente significativo un valor de p < 0,05. Los

valores de significancia establecidos fueron de *p < 0,05, **p < 0,01 y ***p < 0,001.
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ANTECEDENTES Y OBJETIVOS

Las investigaciones realizadas hasta el momento indican que el gen Lis1
posee un papel critico en la regulacion de los procesos de migracion neuronal
durante la corticogénesis, siendo fundamental para el mantenimiento de la
capacidad migratoria de las interneuronas hacia el neocértex en desarrollo, de modo
que la eliminacion de su expresion reduce la velocidad de migraciéon neuronal y
provoca disminuciones significativas en la densidad de diversas clases de
interneuronas en regiones especificas del cerebro postnatal y adulto, como son la
corteza prefrontal medial, el hipocampo o las cortezas entorrinal y perirrinal®>2°.
Asimismo, el estudio estructural y electrofisiolégico de estas regiones muestra una
mayor excitabilidad provocada por la pérdida del control inhibitorio que median las
interneuronas, las cuales se acompafan de alteraciones en la morfologia neuronal y
de las proyecciones dendriticas, de reducciones en el numero de terminales

sinapticos y de una falta de maduracion de los microcircuitos corticales®'%.

En este contexto, resulta evidente que la modulacién GABAérgica presenta un
papel crucial en el mantenimiento del balance entre excitacion e inhibicion cortical.
Sin embargo, existe poca informacioén acerca del efecto que produce la eliminacién
de la expresion del gen Lis1 en la migracion de cada clase de interneurona hacia la
corteza cingulada, lo que dificulta su vinculacion con alteraciones funcionales

especificas y su aportacion al desarrollo de un fenotipo conductual patologico.

Por ello, el objetivo general de este trabajo es analizar el papel del gen Lis1
en la regulacion de la capacidad de migracion y maduracion de las interneuronas

SST+ hacia la ACC y la RSC en un modelo murino mutante selectivo para Lis1.
Para alcanzar el objetivo descrito, se han definido 3 objetivos especificos:

1) Analizar si existen diferencias en la densidad de interneuronas SST+ a E16.5 en

los diferentes estratos del palio dorsal entre los ratones mutantes y los controles.

2) Analizar si existen diferencias en la densidad de interneuronas SST+ en cada

capa de la ACC y la RSC a P1 entre los ratones mutantes y los controles.

3) Analizar si existen diferencias en la maduracion de las interneuronas SST+ en

cada capa de la ACC y de la RSC a P1 entre ratones mutantes y controles.
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RESULTADOS

Estudio de la migraciéon de interneuronas SST+ en el palio dorsal de ratones
control y mutantes Lis7 SST-ko en el dia E16.5

En primer lugar, hemos realizado un analisis de la distribucion de
interneuronas SST+ en el palio dorsal durante el dia E16.5 en ratones mutantes
Lis1 SST-ko y en ratones control, con el fin de comprobar si la eliminacion de la
expresion del gen Lis1 afecta de algun modo a su migracién hacia el neocortex en
desarrollo. Para ello, eliminamos completamente la expresion del gen Lis7 en las
interneuronas SST+ de los ratones Lis1 SST-ko a través del uso de la construccion
SST-Cre, lo cual permitié estudiar la funcion de Lis71 durante su migracion. Por otro
lado, dado que no es posible detectar la SST a través de técnicas de inmunomarcaje
a E16.5, analizamos la migracién de células que expresaban la construccion
SST-RFP en el palio dorsal, ya que esta construccion solo puede expresarse en
interneuronas SST+ tanto de ratones Lis7 SST-ko como de controles, pudiendo
detectarlas por medio de microscopia de fluorescencia al expresar la proteina RFP

(células RFP+), que emite fluorescencia roja al ser excitada con luz azul.

Para estudiar la migracién de las interneuronas SST+ hacia el neocértex en
desarrollo, determinamos la densidad de células RFP+ en el palio dorsal de ratones
control y mutantes Lis7 SST-ko durante el desarrollo embrionario (dia E16.5). Para
ello, analizamos un total de seis hemisferios cerebrales por cada grupo de estudio,
en los que definimos una region semieliptica en cada hemisferio a lo largo del palio
dorsal, ya que este area se corresponde con la principal zona de migracion de las
interneuronas a E16.5 (Figura 7A). Después, delimitamos cada uno de los cinco
estratos que conforman el palio dorsal: la zona subventricular (SVZ), la zona
intermedia (1Z), la subplaca (SP), la placa cortical (CP) y la zona marginal (MZ);
medimos su area, cuantificamos el numero de células RFP+ en cada estrato a través
del software ImagedJ y determinamos su densidad para cada animal de estudio
(Anexo Tabla 1). Tras ello, calculamos la densidad promedio de células RFP+ para
cada estrato del palio dorsal en ambos grupos de estudio y determinamos su

variacion entre los ratones mutantes Lis7 SST-ko y los controles (Figura 7).

Tras el contaje con Imaged, los resultados indicaron que las células RFP+ se

distribuyeron de forma heterogénea en los diferentes estratos del palio dorsal tanto
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en los ratones Lis1 SST-ko como en los controles, observandose una acumulacion
especialmente significativa en la MZ y en la SP en ambos grupos de estudio. De
hecho, el analisis estadistico de los resultados determiné que estos estratos fueron
los unicos que presentaron una reduccion significativa en la densidad de células
RFP+ (p < 0,05) en el caso de los ratones mutantes Lis7 SST-ko respecto a los
controles, con disminuciones del 30,7% en la MZ (p = 0,005) y del 35,41% en la SP
(p = 0,01), ya que las variaciones observadas en la densidad de células RFP+

presentes en la SVZ, la 1Z y la CP no fueron significativas (p < 0,05) (Figura 7B).
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Figura 7. Analisis de la densidad de células RFP+ en el palio dorsal embrionario durante el dia
E16.5. (A) Seccion representativa del palio dorsal durante el dia E16.5 que muestra de forma
cualitativa la distribucion de células RFP+ en el grupo control (arriba) y en el Lis1 SST-ko (mutante;
abajo). (B) El histograma muestra la densidad de células RFP+ en cada estrato del palio dorsal
durante el dia E16.5 en el grupo control (barras azules, N = 6) y en el mutante (barras verdes, N = 6).
Los valores de densidad de células RFP+ se representan como valores promedio de densidad celular
+ SE expresados en células RFP+/mm?, junto con el valor de p correspondiente a la diferencia de las
medias: MZ (control: 692,98 + 54,32; Lis1 SST-ko: 480,23 + 25,12; **p = 0,006), CP (control: 54,13 +
5,99; Lis1 SST-ko: 66,15 + 9,02; p = 0,293), SP (control: 172,59 + 17,53; Lis1 SST-ko: 111,47 + 8,42;
*p = 0,01), 1Z (control: 28,75 + 3,62; Lis1 SST-ko: 26,12 + 3,37; p = 0,606) y SVZ (control: 85,16 +
15,36; Lis1 SST-ko: 59,98 + 8,21; p = 0,196). Los valores de significancia estadistica establecidos
fueron de *p < 0,05, **p < 0,01 y ***p < 0,001.

Estudio de la distribuciéon y maduracién de las interneuronas SST+ en la ACC
de ratones control y mutantes Lis7 SST-ko en el dia P1

Una vez analizado el modelo murino a E16.5, procedimos a determinar si
existian diferencias en la densidad de células que expresan la construccion
SST-RFP en la corteza cingulada entre los ratones mutantes Lis1 SST-ko y los
controles en el dia P1, es decir, un dia después de su nacimiento. De esta forma, es

posible analizar si las interneuronas SST+ (independientemente de su estado de
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maduracién) que alcanzan la CP durante la embriogénesis son capaces de
posicionarse en su capa correspondiente en la corteza cingulada o si por el contrario
presentan problemas para alcanzar dicha capa por defectos en su capacidad de
migracion. En este punto, cabe aclarar que la ACC y la RSC, a pesar de formar la
corteza cingulada de manera conjunta, presentan diferencias en su desarrollo y

maduracién, motivo por el cual se ha decidido analizar cada estructura por separado.

En el caso de la ACC, analizamos un total de seis hemisferios cerebrales en
cada grupo de estudio, de modo que seleccionamos en cada hemisferio una seccion
rostral para su analisis. En cada seccion, delimitamos el area correspondiente a la
ACC como un area triangular dentro de la corteza cerebral, ubicada a cada lado de
la cisura interhemisférica que separa el cerebro en dos hemisferios. Para ello,
hicimos uso del Allen Brain Atlas con el fin de establecer los limites anatémicos entre
la ACC vy otras estructuras adyacentes. Tras ello, delimitamos las cuatro capas que
conforman la ACC (capas I, ll/lll, V y VI), atendiendo a las diferencias de densidad
celular que presentan las diferentes capas entre si y empleando las descripciones
del Allen Brain Atlas como guia; medimos el area de cada una de las capas y
cuantificamos el numero de células que expresan la construccion SST-RFP (células
RFP+) y su densidad en cada capa a través del software ImageJ (Anexo Tabla 2).
Finalmente, calculamos la densidad promedio de células RFP+ en cada capa de la

ACC vy su variacion entre ratones control y mutantes Lis7 SST-ko (Figura 8).

La cuantificacion de interneuronas SST+ en la ACC mostré una distribucion
heterogénea de células RFP+ entre las diferentes capas, con una acumulacién
especialmente significativa en la capa V tanto de los ratones Lis7 SST-ko como de
los controles; asi como una tendencia hacia la reduccion en la densidad de células
RFP+ en todas las capas de la ACC de los ratones Lis1 SST-ko. Sin embargo, el
analisis estadistico de los resultados indicoé que la reduccion de la densidad celular
solo fue significativa en las capas |, Il/lll y VI (p < 0,05), las cuales presentaron
disminuciones de la densidad de células RFP+ del 25,45% en la capa | (p = 0,009),
del 42,56% en la capa Il/lll (p = 0,007) y del 46,01% en la capa VI (p = 0,008), todo
ello respecto a los controles; mientras que la densidad de células RFP+ en la capa V
no vario de forma significativa entre los grupos de estudio (p = 0,334) (Figura 8B).
Por ello, estos resultados sugieren que el gen Lis7 puede ser importante para la

correcta migracion de interneuronas SST+ hacia la ACC.
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Figura 8. Andlisis de la densidad de células RFP+ en la ACC a P1. (A) Seccién transversal de la
ACC procedente de un ratdn del grupo control (izquierda) y del grupo Lis1 SST-ko (mutante; derecha)
en el dia P1. (B) El histograma muestra la densidad de células RFP+ en cada capa de la ACC a P1
en el grupo control (barras negras, N = 6) y en el mutante Lis7 SST-ko (barras rojas, N = 6). Los
valores de densidad de células RFP+ se representan como valores promedio de densidad celular +
SE expresados en células RFP+/mm?, junto con el valor de p correspondiente a la diferencia de las
medias: capa | (control: 380,4 + 21,73; Lis1 SST-ko: 283,57 + 20,22; **p = 0,009), capa lI/lll (control:
421,97 + 25,96; Lis1 SST-ko: 242,39 * 46,67; **p = 0,007), capa V (control: 640,47 + 89,57; Lis1
SST-ko: 527,06 + 66,74; p = 0,334) capa VI (control: 466,72 + 54,18; Lis1 SST-ko: 251,96 + 36,41;
**n = 0,008). Los valores de significancia establecidos fueron de *p < 0,05, **p < 0,01 y ***p < 0,001.
Tras analizar la distribucion de las células RFP+ en la ACC, decidimos
estudiar el estado de maduracion de las interneuronas SST+ en la ACC, puesto que
todo tipo neuronal necesita madurar para alcanzar sus propiedades morfoldgicas,
electrofisioldgicas y funcionales definitivas, asi como para integrarse correctamente
en el microcircuito cortical correspondiente*. Por ello, resulta interesante determinar
si la eliminacidn de la expresidn de Lis1 afecta a la maduracién de las interneuronas
SST+ en la ACC, lo cual podria estar vinculado al desarrollo de anomalias en los

procesos de inhibicidon que media el sistema somatostatinérgico en esta estructura.

Continuando con el analisis de la ACC a P1, realizamos un ensayo de
inmunofluorescencia con el objetivo de determinar el numero de células inmuno-
positivas para SST (células SST+) y su densidad en cada capa de la ACC a través
del software Imaged, utilizando para ello los mismos cortes empleados anteriormente
(Anexo Tabla 3). Con estos valores, calculamos la densidad promedio de células

SST+ por capas y su variacion entre ratones Lis7 SST-ko y los controles (Figura 9).

La cuantificacion de células SST+ y el andlisis estadistico de los resultados

indicaron que los ratones Lis1 SST-ko presentaban reducciones significativas en la
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densidad de células SST+ en las capas Il/lll y VI (p < 0,05), que alcanzaban valores
del 43,46% (p = 0,024) y del 53,54% (p = 0,004), respectivamente. Por otro lado, las
variaciones observadas en las capas | (p = 0,365) y V (p = 0,187) mostraron una

tendencia hacia la reduccion que carecia de significancia estadistica (Figura 9B).
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Figura 9. Analisis de la densidad de células SST+ en la ACC a P1. (A) Seccion transversal de la
ACC procedente de un raton del grupo control (izquierda) y del grupo Lis7 SST-ko (mutante; derecha)
en el dia P1. (B) El histograma muestra la densidad de células SST+ en cada capa de la ACC a P1 en
el grupo control (barras grises, N = 6) y en el mutante Lis1 SST-ko (barras naranjas, N = 6). Los
valores de densidad de células SST+ se representan como valores promedio de densidad celular +
SE expresados en células SST+/mm?, junto con el valor de p correspondiente a las diferencias: capa |
(control: 226,45 + 29,35; Lis1 SST-ko: 193,55 + 18,48; p = 0,365), capa II/lll (control: 331,56 + 40,83;
Lis1 SST-ko: 187,48 + 35,59; *p = 0,024), capa V (control: 474,67 + 62,44; Lis1 SST-ko: 360,74 +
50,77; p = 0,187) y capa VI (control: 425,75 + 51,68; Lis1 SST-ko: 197,79 + 33,4; **p = 0,004). Los
valores de significancia estadistica establecidos fueron de *p < 0,05, **p < 0,01 y ***p < 0,001.

No obstante, debemos tener en cuenta que la somatostatina unicamente se
sintetiza en células que previamente han comenzado a expresar la construccion
SST-RFP, de modo que resulta légico que los ratones Lis1 SST-ko presenten
valores inferiores tanto en el numero como en la densidad de células SST+ respecto
a los controles, ya que la densidad de células RFP+ es menor en ratones Lis1
SST-ko en todas las capas de la ACC. Por ello, un parametro que puede aportar
mas informacién que la variacion en la densidad de células SST+ acerca de la tasa
de maduracion de las interneuronas SST+ en la ACC es la proporcion de células que
expresan SST respecto al total de células que expresan la construccion SST-RFP,
es decir, qué proporcién de células RFP+ co-expresan SST y RFP. De esta forma,
normalizamos los valores de densidad de células SST+ calculados respecto a la
densidad de células RFP+ en cada capa de la ACC (Anexo Tabla 4).
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Tras calcular la proporcion de células SST+/RFP+ en cada capa de la ACC en
los ratones Lis1 SST-ko y los controles, detectamos una reduccién significativa del
13,43% en dicha proporcion en la capa VI de los ratones Lis1 SST-ko (p = 0,006),
mientras que las diferencias observadas en las capas |-V no fueron significativas
(p < 0,05) (Figura 10). Estos resultados sugieren que Lis7 puede regular especifica-
mente la maduracién de las interneuronas SST+ presentes en la capa VI de la ACC.
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Figura 10. Maduracion de interneuronas SST+ en la ACC en el dia P1. El histograma muestra la
proporcion de células que co-expresan SST y RFP respecto al total de células RFP+ (proporcion
células SST+/RFP+) en cada capa de la ACC a P1 en el grupo control (barras grises, N =6) y en el
mutante Lis7 SST-ko (barras naranjas, N = 6). Los valores de proporcion de células SST+/RFP+ se
expresan como valores porcentuales + SE, junto con el valor de p correspondiente a la diferencia de
las medias: capa | (control: 58,61 £ 5,2%; Lis1 SST-ko: 69,07 £ 5,8%; p = 0,212), capa II/lll (control:
77,53 + 5,6%; Lis1 SST-ko: 77,72 + 7,1%; p = 0,937), capa V (control: 74,82 + 2,1%; Lis1 SST-ko:
68,02 + 2,3%; p = 0,052), capa VI (control: 90,97 + 2,3%; Lis1 SST-ko: 77,54 + 3,1%; **p = 0,006).
Los valores de significancia estadistica establecidos fueron de *p < 0,05, **p < 0,01 y ***p < 0,001.

En resumen, el andlisis celular de la ACC a P1 muestra una disminucion
significativa de la densidad de células RFP+ en las capas |, Il/lll y VI de los ratones
mutantes Lis7 SST-ko, mientras que la densidad de células SST+ solo se redujo en
las capas Il/lll y VI en los ratones Lis1 SST-ko en comparacién con los controles. Por
otro lado, la proporcién de células SST+/RFP+ solo mostrd una reduccién significa-

tiva en la capa VI de la ACC de los ratones Lis7 SST-ko respecto a los controles.

Estudio de la distribucion y maduracién de las interneuronas SST+ en la RSC
de ratones control y mutantes Lis71 SST-ko en el dia P1

Tras analizar la distribucion de interneuronas SST+ en la ACC a P1,
estudiamos sus procesos de migracién y distribucion en la RSC en el mismo

momento de su desarrollo. Para ello, definimos la RSC como una regién rectangular
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a cada lado de la cisura interhemisférica en secciones caudales procedentes de seis
hemisferios cerebrales por cada grupo de estudio. Con ayuda del Allen Brain Atlas,
trazamos nuevamente los limites entre esta estructura y la del resto de estructuras
adyacentes, definimos las cuatro capas que conforman la RSC (capas |, Il/lll, V 'y VI)
siguiendo el mismo criterio que fue empleado para el analisis de la ACC y medimos
tanto el area como el numero de células RFP+ y su densidad por capas a través de
ImageJ (Anexo Tabla 5). Finalmente, calculamos la densidad promedio de células

RFP+ para cada capa de la RSC y su variacion entre grupos de estudio (Figura 11).

El analisis de los resultados de la cuantificacion de células RFP+ en la RSC
mostré una tendencia similar a la observada en la ACC, caracterizada por una
distribucion heterogénea de células RFP+ y una tendencia hacia la reduccién en su
densidad en todas las capas de la RSC en los ratones Lis7 SST-ko en comparacion
con los controles. Sin embargo, en este caso, la Unica reduccién significativa se
observo en la capa Il/lll, donde la densidad de células RFP+ se redujo un 38,28%
(p = 0,012), ya que en el resto de capas las diferencias entre grupos de estudio no
alcanzaron a ser significativas (p > 0,05) (Figura 11B). Por ello, nuestros resultados
sugieren que las interneuronas SST+ requieren de la expresion de Lis1 para migrar

hacia la RSC, aunque de forma menos dependiente que en el caso de la ACC.
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Figura 11. Analisis de la densidad de células RFP+ en la RSC durante el dia P1. (A) Seccion
transversal de la RSC procedente de un raton del grupo control (izquierda) y del grupo Lis1 SST-ko
(mutante; derecha) en el dia P1. (B) El histograma muestra la densidad de células RFP+ en cada
capa de la RSC a P1 en el grupo control (barras negras, N = 6) y en el mutante (barras rojas, N = 6).
Los valores de densidad de células RFP+ se representan como valores promedio de densidad celular
+ SE expresados en células RFP+/mm?, junto con el valor de p correspondiente a la diferencia de las
medias: capa | (control: 263,85 + 30,96; Lis1 SST-ko: 190,87 + 15,23; p = 0,065), capa lI/lll (control:
200,18 + 50,71; Lis1 SST-ko: 123,56 + 13,97; *p = 0,012), capa V (control: 482,39 + 200,73; Lis1
SST-ko: 417,08 £ 211,64; p = 0,595) y capa VI (control: 268,94 + 63,57; Lis1 SST-ko: 225,45 + 63,29;
p = 0,263). Los valores de significancia establecidos fueron de *p < 0,05, **p < 0,01 y ***p < 0,001.
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Tras analizar la distribucién de células RFP+ en la RSC, decidimos estudiar la
densidad de células que expresan la SST en dicha estructura, del mismo modo que
lo hicimos en la ACC. Para ello, cuantificamos el nUumero de células SST+ en cada
capa de la RSC a través del software ImagedJ tras realizar el ensayo de
inmunofluorescencia y obtuvimos sus respectivos valores de densidad celular
(Anexo Tabla 6). Finalmente, calculamos la densidad promedio de células SST+

para cada capa de la RSC y su variacién entre grupos de estudio (Figura 12).

El andlisis de la distribucion de células SST+ en la RSC mostr6 que estas
células se distribuian siguiendo un patrén similar al observado para las células RFP+
en esta misma estructura, ya que la unica capa que mostr6 una reduccion
significativa en la densidad de células SST+ en los ratones Lis1 SST-ko fue la capa
[I/lIl, con una disminucion del 44,32% respecto al grupo control (p = 0,04). El resto
de capas presentaron una tendencia hacia la reduccion en la densidad de células

SST+ que no alcanzé a ser significativa en ningun caso (p > 0,05) (Figura 12B).
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Figura 12. Analisis de la densidad de células SST+ en la RSC a P1. (A) Seccidn transversal de la
RSC procedente de un ratdn del grupo control (izquierda) y del grupo Lis1 SST-ko (mutante; derecha)
en el dia P1. (B) El histograma muestra la densidad de células SST+ en cada capa de la RSC durante
el dia P1 en el grupo control (barras grises, N = 6) y en el mutante (barras naranjas, N = 6). Los
valores de densidad de células SST+ se representan como valores promedio de densidad celular £
SE expresados en células SST+/mm?, junto con el valor de p correspondiente a la diferencia de las
medias: capa | (control: 168,44 + 22,83; Lis1 SST-ko: 103,63 £ 20,13; p = 0,059), capa lI/lll (control:
137,56 + 21,96; Lis1 SST-ko: 76,59 + 13,72; *p = 0,04), capa V (control: 349,62 + 69,54; Lis1 SST-ko:
256,95 + 49,09; p = 0,302) y capa VI (control: 227,46 + 24,31; Lis1 SST-ko: 151,93 + 24,15;
p = 0,052). Los valores de significancia establecidos fueron de *p < 0,05, **p < 0,01 y ***p < 0,001.

Nuevamente, al igual que hicimos en el analisis de la ACC, normalizamos los

valores de densidad de células SST+ calculados para cada capa de la RSC
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expresandolos como la proporcion de células que co-expresan tanto RFP como SST

respecto al total de células RFP+ (proporcién células SST+/RFP+) (Anexo Tabla 7).

Tras calcular la proporcion de células SST+/RFP+ para cada capa de la RSC
en ratones control y mutantes Lis7 SST-ko, detectamos una disminucién significativa
del 16,92% en de la proporcion de células SST+/RFP+ en la capa VI de los ratones
Lis1 SST-ko respecto a los controles (p = 0,024), pero no en el resto de capas,
donde las diferencias observadas no fueron significativas (p > 0,05) (Figura 13).
Este resultado, en conjunto con el obtenido en la ACC, sugiere que Lis7 puede ser

importante para la maduracion de las interneuronas SST+ ubicadas en la capa VI.
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Figura 13. Maduracion de interneuronas SST+ en la RSC en el dia P1. El histograma muestra la
proporcion de células que co-expresan SST y RFP respecto al total de células RFP+ (proporcion
células SST+/RFP+) en cada capa de la RSC a P1 en el grupo control (barras grises, N =6) y en el
mutante Lis7 SST-ko (barras naranjas, N = 6). Los valores de proporcion de células SST+/RFP+ se
expresan como valores porcentuales + SE, junto con el valor de p correspondiente a la diferencia de
las medias: capa | (control: 62,87 + 2,6%; Lis1 SST-ko: 52,86 £ 7,3%; p = 0,228), capa II/lll (control:
66,76 *+ 4,3%; Lis1 SST-ko: 64,29 + 11,9%; p = 0,849), capa V (control: 70,47 + 4,3%; Lis1 SST-ko:
63,52 + 5,1%; p = 0,32), capa VI (control: 84,11 + 2,4%; Lis1 SST-ko: 67,19 £ 5,9%; *p = 0,024). Los
valores de significancia estadistica establecidos fueron de *p < 0,05, **p < 0,01 y ***p < 0,001.

En definitiva, el analisis celular realizado en la RSC a P1 muestra que los
ratones mutantes Lis7 SST-ko presentan una disminucién significativa tanto de la
densidad de células RFP+ como de la densidad de células SST+ unicamente en la
capa Il/lll respecto a los controles; mientras que la proporcion de células
SST+/RFP+, en contraposicion con estos resultados, varid unicamente en la capa

VI, al igual que ocurre en la ACC.
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DISCUSION

Lis1 regula la migracion de las interneuronas SST+ a través de laMZ y la SP en
el palio dorsal

El gen Lis1 cumple dos funciones importantes durante el desarrollo cortical:
mantener los progenitores neurales en proliferacion activa y regular la migraciéon
neuronal, de modo que la interrupcion de su expresion afecta al correcto desarrollo
de ambos procesos®. Sin embargo, en este estudio se ha eliminado la expresion de
Lis1 en interneuronas postmitéticas, por lo que la proliferacion de los progenitores
neurales para la generacion de interneuronas SST+ no se vio afectada. Por ello, la
principal hipétesis que cabe barajar es si la eliminacion de la expresion del gen Lis1

en interneuronas SST+ puede afectar a su migracion hacia el palio dorsal a E16.5.

Los resultados obtenidos tras el contaje de células RFP+ en el palio dorsal a
E16.5 muestran una reduccion significativa en la densidad de interneuronas SST+
en la MZ y la SP del palio dorsal a E16.5, observandose una tendencia a la

reduccion en el resto de capas salvo en la CP, las cuales no fueron significativas.

Por un lado, las diferencias observadas entre grupos de estudio pueden
explicarse en base a los resultados obtenidos en analisis previos de la capacidad
migratoria de interneuronas en ratones Lis7 +/-. Estos estudios informan acerca de
alteraciones en los procesos de migracion tangencial de interneuronas hacia la CP
del palio dorsal durante el desarrollo embrionario, los cuales muestran reducciones
superiores al 30% en la velocidad de migracién y en las distancias recorridas por
parte de interneuronas GABAérgicas totales a E14.5 y E15.5%*2¢ asi como aumentos
del 26,6% en el tiempo que permanecian pausadas en su migracion a E15.5 en
comparacion con los controles?®, lo cual evidencia que Lis7 es necesario para la
migracion activa de interneuronas hacia el palio dorsal durante la corticogénesis.
Estos trabajos han estudiado la migraciéon de interneuronas con mutaciones en el
gen Lis1 en un contexto en el que todas las células del cerebro presentan la misma
mutacién, sin demostrar de forma clara si el fenotipo observado es producto de la
mutacion del gen Lis1 en las interneuronas, del contexto o de la sinergia entre
ambos factores. Nosotros, en este trabajo, eliminamos Lis1 de forma exclusiva en
interneuronas SST+ y demostramos que el papel de Lis1 es auténomo celular y es

requerido para la correcta migracion de estas interneuronas.
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Por otro lado, el hecho de que la MZ y la SP presenten una mayor densidad
de interneuronas SST+ en ambos grupos de estudio puede ser debida al empleo de
rutas de migracion preferentes en su acceso al palio dorsal. Diversos analisis del
comportamiento migratorio de los diferentes tipos de interneuronas han demostrado
que las interneuronas SST+, en contraposicion a otras clases de interneuronas, se
organizan preferentemente en una corriente migratoria que atraviesa la MZ para
alcanzar el palio dorsal, mientras que la corriente migratoria subventricular, que guia
el acceso de las interneuronas al palio dorsal a través de la SVZ y la |Z, parece
presentar un papel secundario en su migracion*?’. De hecho, esta Ultima corriente
migratoria ha desaparecido en gran medida a E12.5, quedando las interneuronas
SST+ dispersas entre la CP y la SP del palio dorsal®, por lo que el aumento relativo
en la densidad de interneuronas SST+ observado en la SP a E16.5 respecto a otros
estratos probablemente se deba a la acumulacion de interneuronas que migran a
través de una corriente migratoria superficial asi como a través de la SVZ/IZ, las
cuales, en este ultimo caso, han abandonado los estratos inferiores del palio dorsal y

se encuentran migrando radialmente hacia la CP en formacion a través de la SP.

Tal como se ha mencionado, las unicas reducciones en la densidad de
interneuronas SST+ que presentan significancia estadistica han sido observadas en
la MZ y la SP del palio dorsal de los ratones Lis1 SST-ko a E16.5. De entre las
variaciones observadas, la MZ de los ratones Lis1 SST-ko presenta una disminucion
mas acusada en la densidad de interneuronas SST+ que el resto de estratos del
palio dorsal, debido probablemente a que las interneuronas SST+ migran mas
activamente a través de esta capa a E16.5, lo que explicaria que la eliminacién de la
expresion de Lis1 tenga un mayor impacto en la migracion neuronal en la MZ. Por
otro lado, la reduccién en la densidad celular observada en la SP de los ratones Lis7
SST-ko puede ser debida a un retraso en la migracion de las interneuronas SST+
que acceden a la CP a través de la SVZ/IZ, siendo su reduccion menos significativa
que la observada en la MZ debido a que esta ruta presenta un papel secundario en

la migracién de las interneuronas SST+ a partir del dia E12.5.

En conclusién, las principales diferencias observadas en la densidad de
interneuronas SST+ en el palio dorsal se encuentran en aquellos estratos que
presentan una migracion neuronal mas activa a E16.5, como son la MZ y la SP,

donde el efecto de la eliminacion de la expresion del gen Lis71 es mas acusado.
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Lis1 esta implicado en la migracion de las interneuronas SST+ hacia la corteza
cingulada, con un efecto diferencial entre la ACC y la RSC

En los estudios de migracion de interneuronas SST+ hacia la corteza
cingulada, cuantificamos el numero de interneuronas SST+ en cada capa de la ACC
y la RSC a P1 en ratones Lis1 SST-ko y controles para después determinar su
densidad celular por capas, con el fin de analizar las diferencias en su distribucion
entre grupos de estudio. Los resultados obtenidos indican que existe una tendencia
a la reduccion de la densidad de interneuronas SST+ en todas las capas de la ACC
y la RSC, las cuales fueron estadisticamente significativas en las capas I, Il/lll y VI

de la ACC y unicamente en la capa Il/lll de la RSC de los ratones Lis7 SST-ko.

Tal como se menciond anteriormente, la interrupcion de la expresion del gen
Lis1 parece estar directamente relacionada con un retraso en la migracion tangencial
hacia el palio dorsal, la cual se manifiesta como una tendencia a la reduccién
generalizada en la densidad de interneuronas SST+ en todas las capas de la ACC y
la RSC de los ratones Lis1 SST-ko durante el dia P1. Sin embargo, la eliminacién de
Lis1 parece tener un efecto diferencial entre ambas regiones cinguladas y entre sus
diferentes capas, lo cual puede sugerir que el gen Lis1 contribuye de forma
diferencial a la migracion de estas interneuronas hacia cada capa de la ACC y de la

RSC, asi como a su migracién hacia cada una de estas dos regiones.

En el caso de la ACC, la migracién de las interneuronas SST+ parece ser
dependiente en gran medida de la expresion del gen Lis1, provocando reducciones
significativas en la densidad de interneuronas SST+ en las capas [, ll/lIl y VI,
mientras que la capa V no se vio afectada de forma significativa. Una posibilidad que
cabria explorar es que el estudio no cuente con la potencia estadistica necesaria
para observar una diferencia significativa en dicha capa. Nuestros resultados indican
que existe una gran dispersion en los valores de densidad celular obtenidos en la
capa V. Por ello, seria recomendable realizar un nuevo estudio con un mayor
nuamero de casos (aumentar N) para poder asi determinar con mayor precision si
Lis1 regula la migracion de las interneuronas SST+ hacia todas las capas de la ACC.
Por otro lado, no podemos descartar que las interneuronas SST+ que se integran en
la capa V presenten un comportamiento migratorio diferente a las que se posicionan
en el resto de capas. En este sentido, se ha comprobado que las células de

Martinotti, un subtipo especifico de interneuronas SST+, migran preferentemente
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hacia la capa V del neocortex para establecerse en su posicion laminar definitiva®’.
Por ello, cabe la posibilidad de que Lis1 afecte de forma diferencial a la migracién de
los distintos subtipos de interneuronas SST+, lo que explicaria que no observemos
un fenotipo mutante en la capa V de los ratones Lis1 SST-ko debido a que las
células de Martinotti no presentan anomalias en su migracion. No obstante, se

requiere un analisis mas exhaustivo en el futuro para comprobar esta hipotesis.

En el caso de la RSC, la migracion de las interneuronas SST+ parece mostrar
una menor dependencia de la expresion del gen Lis1 que en el caso de la ACC,
puesto que la unica diferencia significativa en la densidad celular se ha observado
en la capa Il/lll. Tras comparar los valores de densidad celular observados en la
ACC y la RSC, comprobamos que la densidad de interneuronas SST+ es menor en
la RSC en todas sus capas, lo cual puede dificultar la obtenciéon de un resultado
estadisticamente significativo en esta regién. Por ello, al igual que en el caso de la
ACC, seria interesante analizar un mayor numero de casos con el fin de determinar
si las reducciones en la densidad celular observadas en las capas |, V y VI son
significativas antes de barajar otras hipotesis. A pesar de ello, la falta de resultados
significativos en esta region sugiere que las interneuronas SST+ pueden presentar
un comportamiento migratorio diferencial hacia la RSC respecto al observado en la
ACC, debido a una menor dependencia de la expresion de Lis7 para su migracion o
a la existencia de factores capaces de corregir el defecto en la migracién provocado
por la mutacién del gen Lis1, lo que explicaria que no observemos un fenotipo

estructural mutante y deberia ser motivo de analisis en el futuro.

Por ultimo, una hipétesis que no ha sido explorada hasta el momento es si el
gen Lis1 presenta una mayor expresion en la ACC que en la RSC a P1, lo cual
podria justificar que observemos una mayor densidad de interneuronas SST+ en
todas las capas de la ACC respecto a la RSC y que las reducciones observadas en
la ACC sean mas significativas que en la RSC. En este sentido, se ha comprobado
que Lis1 presenta una expresion diferencial en los diferentes territorios telencefalicos
durante la embriogénesis, aumentando su expresién durante el desarrollo postnatal
temprano®. Por ello, seria interesante complementar nuestros resultados con un
analisis de expresion del gen Lis1 enla ACC y la RSC a P1, con el fin de determinar
si las diferencias observadas en la densidad de interneuronas SST+ pueden ser

causadas por una expresion diferencial de este gen entre ambas regiones.
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La eliminacion de Lis1 reduce la maduracién de las interneuronas SST+ de la
capa VI en la corteza cingulada

Para estudiar la maduracién de las interneuronas SST+ que acceden a la
ACC y la RSC, se ha determinado la densidad de células SST+ en cada una de sus
capas con el objetivo de examinar posibles diferencias en su distribucion, ya que la
SST es inmunorreactiva unicamente en interneuronas maduras. Dado que la SST
solo puede ser detectada en interneuronas que expresan la construccion SST-RFP,
se decidid analizar la variacion en la proporcion de células SST+/RFP+ en cada
capa y no la densidad de células SST+, con el fin de normalizar los resultados en
base a la densidad de células RFP+ existente, ya que este parametro tiene en

cuenta la pérdida de células RFP+ que se produce en los ratones Lis1 SST-ko.

Los resultados obtenidos en este estudio indican que existe una reduccion en
la proporciéon de interneuronas SST+ maduras en la capa VI de la ACC y la RSC de
los ratones Lis1 SST-ko en comparacion con los controles a P1, lo cual parece
indicar que el gen Lis1 puede ser relevante para la maduracién de interneuronas

SST+ desde estadios tempranos del desarrollo postnatal.

En la actualidad no existen publicaciones que justifiquen un posible papel del
gen Lis1 en la maduracion especifica de las interneuronas SST+ de la capa Vil en la
corteza cingulada. Sin embargo, este resultado puede ser explicado en base a
nuestros conocimientos actuales acerca de la corticogénesis y la funcion que cumple

Lis1 en la formacién de circuitos corticales y refinamiento de contactos sinapticos®.

Por un lado, las interneuronas SST+ ubicadas en la capa VI son las primeras
en generarse y migrar hacia el territorio telencefalico que posteriormente dara lugar
a la corteza cingulada, siguiendo el patrén de desarrollo laminar “de dentro hacia
fuera” que rige el desarrollo cortical™?, por lo que es posible que las interneuronas
SST+ que alcanzan la capa VI de la corteza cingulada inicien su maduracién antes
que las que se ubican en las capas superiores de esta estructura. En este sentido,
en el caso de que Lis1 regule de algun modo la maduracion neuronal, es posible que
podamos observar de forma mas clara un defecto en su maduracion en la capa VI
debido a que este proceso es mas prevalente en esta capa que en el resto, lo cual
explicaria la reduccion en la proporcion de células SST+/RFP+ detectada en la capa
VI tanto de la ACC como de la RSC de los ratones mutantes Lis7 SST-ko.
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Por otro lado, existen evidencias de que las entradas talamocorticales y la
sefalizacion neuromoduladora mediada por diversos neurotransmisores (como la
noradrenalina, la dopamina o la acetilcolina), que acceden al neocortex a través de
la capa VI, establecen patrones de actividad que llevan a diversas poblaciones de
neuronas corticales a disparar potenciales de accion de forma coordinada®’?'. Este
fendbmeno, conocido como sincronizacion cortical, cumple un papel importante en el
desarrollo de los procesos cognitivos en el cerebro adulto, pero también es
fundamental para la maduracion neuronal y el establecimiento de contactos
sinapticos durante el desarrollo postnatal®'. Por ello, seria interesante analizar si la
reduccion en la maduracion de las interneuronas SST+ presentes en la capa VI de
los ratones Lis1 SST-ko puede ser debida a que estas interneuronas se ven menos
influenciadas por la sefalizacion procedente de otras areas cerebrales, ya que
podria existir una alteracion en la comunicaciéon interneuronal en los ratones Lis1
SST-ko provocada por un defecto en la funcidon que media LIS1 en el transporte axo-

plasmatico, en la arborizacion dendritica o en la maduracion de circuitos sinapticos.

Las anomalias en la migracion de las interneuronas SST+ y su relacion con la
etiologia de los trastornos del neurodesarrolio

Tal como se ha comentado anteriormente, la eliminacion del gen Lis71 da lugar
a un espectro de fenotipos de migraciéon neuronal anormal caracterizados por el
desarrollo de malformaciones estructurales a nivel cerebral, retraso mental severo,
epilepsia, y alteraciones motoras y en el aprendizaje, asi como una predisposicion a
desarrollar trastornos psicéticos®'*. Sin embargo, es dificil determinar el efecto que
puede tener la migracion aberrante de las interneuronas SST+ en la etiologia de los
trastornos del neurodesarrollo, aunque si que existen evidencias que las vinculan

con el desarrollo de ciertos rasgos cognitivos y conductuales asociados a estos.

Por un lado, la eliminaciéon de la expresion de Lis71 ha sido asociada con la
etiologia de diversos rasgos cognitivos y motores en pacientes de esquizofrenia. Un
estudio realizado con ratones mutantes Lis7/sLis1 observé una reduccion
significativa en el numero de diversas clases de interneuronas en la ACC y el
hipocampo, asi como un deterioro en las capacidades cognitivas y motoras de los
animales, de modo que los autores sefalaron que la reduccion de la sefalizacidon

GABAérgica era responsable del fenotipo conductual observado, que es
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caracteristico de algunas formas de esquizofrenia®®. Este hecho es relevante, ya que
el estudio post mortem de cerebros de pacientes de esquizofrenia ha demostrado
qgue existe una reduccién tanto en la densidad de interneuronas SST+ como en los
niveles de expresion del gen Sst en la corteza cingulada de estos pacientes, lo cual
ha sido relacionado con un menor rendimiento de la memoria de trabajo?. De forma
complementaria, varios estudios de asociacién genética han concluido que algunas
variaciones de la secuencia del gen Lis7 pueden ser responsables de la etiologia de
diversos rasgos conductuales caracteristicos de la esquizofrenia y del trastorno
bipolar, de modo que el estudio de dichas variaciones puede ser empleado como un

factor predictor de la gravedad del fenotipo conductual manifestado’®.

Por otro lado, el gen Lis1 también ha sido vinculado con el desarrollo de la
actividad epileptiforme en la corteza cingulada, la cual, a pesar de no formar parte de
las crisis epilépticas, esta intimamente relacionada con el deterioro de las funciones
cognitivas asociado a las epilepsias infantiles. Un estudio muestra que la corteza
cingulada de los ratones Lis1/sLis1, cuando se encuentra en condiciones de
desinhibicion, produce descargas epileptiformes con propiedades electrofisiolégicas
alteradas, como son una menor frecuencia de postdescargas oscilatorias y una
velocidad de propagacion menor a lo largo de la capa Il/lll, lo cual ha sido

relacionado con una reduccion en la sefializacion GABAérgica en dicha capa?'.

Por todo esto, el desarrollo de estrategias terapéuticas encaminadas a
compensar la pérdida de expresion de Lis71 en heterocigosis parece ser una posible
via de desarrollo de tratamientos para los trastornos asociados a la migracion
neuronal. Diversos estudios realizados con ratones Lis7 +/- han comprobado que el
tratamiento tanto in utero como postnatal con inhibidores farmacologicos de la
calpaina, la enzima encargada de la degradacién de la proteina LIS1, logré
aumentar los niveles de LIS1 y rescaté parcialmente el fenotipo cognitivo mutante de
los ratones Lis1 +/-, mejorando la formaciéon de redes sinapticas, el rendimiento
conductual y el deterioro motor®2*; mientras que el defecto en la citoarquitectura cor-
tical solo fue corregido a través del tratamiento durante el desarrollo embrionario®?.
No obstante, a pesar de que todavia se encuentren en fases muy tempranas de
investigacion, el desarrollo de terapias dirigidas a corregir los defectos en la
migracion neuronal asociados a Lis1 son una pieza clave para el futuro abordaje

clinico de la lisencefalia y de otros trastornos neuropsiquiatricos de menor gravedad.
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CONCLUSIONES Y PROYECCION FUTURA
Tras analizar y discutir los resultados obtenidos en este estudio, se puede

concluir en relacion a los objetivos especificos definidos al inicio del trabajo que:

1) La eliminacién de la expresion del gen Lis1 en interneuronas SST+ reduce su

densidad tanto en la MZ como en la SP del palio dorsal a E16.5.

2) La eliminacion de Lis1 en interneuronas SST+ provoca reducciones en su
densidad tanto en la ACC como en la RSC, con una magnitud variable en funcion de
la capa y de la region cingulada analizada, ya que las interneuronas SST+ parecen

ser mas dependientes de Lis7 para su migracion hacia la ACC que hacia la RSC.

3) La eliminacion de la expresion de Lis7 en interneuronas SST+ reduce su
maduracién en la capa VI de la ACC y de la RSC a P1, sin afectar a su maduracion

en el resto de capas.

De esta forma, la conclusiéon general del estudio es que la eliminacion
selectiva de la expresion del gen Lis71 en interneuronas SST+ provoca anomalias en
su migracién hacia el palio dorsal a E16.5 y hacia la corteza cingulada a P1, ademas

de producir alteraciones en su maduracion durante el desarrollo postnatal temprano.

En lo que respecta a la proyeccién futura, trabajos posteriores deben
profundizar en el papel de Lis71 en la regulacion de la maduracion neuronal, en el
analisis electrofisioldgico de la corteza cingulada de los ratones Lis7 SST-ko y en la
caracterizacion del fenotipo cognitivo y conductual de dichos animales, con la
finalidad de comprobar si el fenotipo estructural observado en los ratones Lis17
SST-ko se traduce en la aparicion de anomalias en las propiedades funcionales de
esta estructura, asi como en el desarrollo de rasgos conductuales asociados a
enfermedades neuropsiquiatricas como la epilepsia o la esquizofrenia. Por ello, el
objetivo ultimo de esta linea de investigacion es profundizar en nuestra comprension
de la relacion existente entre los defectos en la capacidad migratoria de las
interneuronas SST+ y la etiologia de las enfermedades neuropsiquiatricas o de los
rasgos cognitivos y conductuales asociados a ellas, lo cual podria conducir al

desarrollo de terapias mas especificas para su tratamiento en el futuro.
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Figura 2. Programas empleados en la amplificacién de las construcciones génicas empleadas
por PCR. Las imagenes muestran el programa completo de temperaturas y tiempos de duracién de
cada fase de la PCR, asi como el numero total de ciclos empleados para la amplificacién de regiones
génicas presentes en las construcciones SST-Cre (imagen superior) y Lis1-flox (imagen inferior). Para
la amplificacion de la construccion SST-Cre se utilizd un programa de 35 ciclos y para la amplificaciéon
de la construccién Lis7-flox un programa de 32 ciclos. En cada ciclo se realizé una primera fase de
desnaturalizaciéon a 94°C, una segunda fase de hibridacién de los cebadores a 60°C y, finalmente,
una tercera fase de elongacion y formacién de nuevas cadenas de ADN a 72°C. El tiempo de
duracioén de cada fase varié en funcion de la construcciéon génica a amplificar.
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Figura 3. Genotipado de la cepa de ratones transgénica. En la imagen se muestra el resultado de
un ensayo de genotipado realizado en una muestra de tres animales de estudio (1-3) para las
construcciones SST-Cre (izquierda) y Lis71-flox (derecha). El ensayo permitié determinar el genotipo
de cada raton empleado en el estudio y su asignacion a un grupo especifico en relaciéon a su
genotipo, pudiendo incluirse en el grupo control (Lis1 flox/+; Cre/+; RFP+) o en el grupo mutante (Lis1
flox/flox; Cre/+; RFP+). La amplificacién de la construccion SST-Cre produce dos bandas en los
animales heterocigotos para SST-Cre, una de 370 pb y otra de 320 pb (animal 3); mientras que la
aparicion de una banda de 370 pb indica que el animal es homocigoto silvestre para la construccion
SST-Cre (animales 1 y 2). Por otro lado, la amplificacién de la construccion Lis7-flox produce dos
bandas en los animales heterocigotos para Lis7-flox, una de 210 pb y otra de 167 pb (animales 2 y 3);
mientras que la aparicion de una banda de 210 pb indica que el animal es homocigoto mutante para
la construccién Lis7-flox (animal 1). En el caso mostrado, el animal 3 presenta un genotipo que lo
hace apto para su asignacion al grupo control (Lis7 flox/+; Cre/+), ya que contiene una copia mutante
y una silvestre tanto de la secuencia SST-Cre como de la secuencia Lis7-flox. Como norma general,
cada ensayo de genotipado se realizé en presencia de un marcador de peso molecular (PM), formado
por un conjunto de moléculas de ADN de tamafo conocido; y de un control positivo (+) y negativo (-).
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Figura 4. Protocolo del ensayo de inmunofluorescencia empleado. Para la realizacion de este
trabajo, los cerebros se cortaron en secciones de 40 um de espesor y el total de cortes fue dividido en
dos series con el fin de trabajar con una Unica serie de cortes, los cuales se mantuvieron en
suspension (cortes flotantes; paso 1). Los cortes flotantes fueron incubados en presencia de solucion
de bloqueo para evitar tinciones inespecificas y después en presencia de un anticuerpo primario
durante toda una noche (paso 2). Al dia siguiente, los cortes fueron incubados con un anticuerpo
secundario conjugado a un fluorocromo (paso 3) y, finalmente, se obtuvieron las imagenes de alta
resolucion de los cortes con células inmunopositivas para una proteina especifica (somatostatina en
este caso) a través de un microscopio confocal (paso 4).
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Zona subventricular (SVZ) Zona intermedia (1Z) Subplaca (SP) Placa cortical (CP) Zona marginal (MZ)

R Densidad células | | Densidad células| . Densidad células | . Densidad células | Densidad celulas
2) |N° células RFP+ ?)[N° células RFP+ 2) N° células RFP+ ?)| N° células RFP+ 2y N° células RFP+
el RFP+ (c&lmme)| 12 (mm") | Nl RFP+ (célfmm?)| ™2 (M) uas RFP+ (oél/mm?) |16 (mm )| Neeelulas REP+ (célimm?) | %2 (™™ Has RFP+ (cél/mm?)
Seccién rosiral 0,114 i 96,491 0,218 10 45,872 0,164 28 170,732 0214 13 60,748 0,128 110 859,375
(hemisferio derecho)
Sesclopiostal 0,113 16 141,593 022 4 18,182 0,135 33 244,444 0,287 28 97,561 0,137 120 875,912
(hemisferio izquierdo)
Seccibn caudal 0,102 5 49,020 0,143 5 34,965 0,148 26 175,676 0,193 10 51,813 0,125 92 736,000
(hemisferio derecho)
Secoion caudal 0,104 14 134,615 0,15 5 33,333 0,105 17 161,905 0,196 9 45918 0,002 84 913,043
(hemisferio izquierdo)
Seocion rostral 0,18 7 38,889 0,232 4 17,241 0,181 19 104,972 0,326 9 27,607 0,172 I 447,674
(hemisferio derecho)
Seccion rostral
(Lf;:ﬁzt:?g:,lr (hemisforio izqutordey| O113 9 79,646 0279 4 14,337 0,137 ‘ 23 167,883 0,295 12 40,678 0,126 79 626,984
i ]
RFP+) Semin G 0,121 5 41,322 0,143 2 13,986 0,169 19 112,428 0,226 12 53,097 0,12 83 691,667
(hemisferio derecho)
Seccion caudal 0,083 9 108,434 0,202 10 49,505 0,155 22 141,935 023 7 30,435 0,161 80 496,894
(hemisferio izquierdo)
pesckn el 0,119 5 42,017 0,196 6 30,612 0211 36 170,616 0,279 28 100,358 0,142 o7 683,099
(hemisferio derecho)
Sececiliostal 0,113 11 97,345 0,211 7 33,175 0,188 45 239,362 0,28 15 53,571 0,165 104 630,303
(hemisferio izquierdo)
S 0,074 5 67,568 0,152 6 | 39474 0177 27 152,542 0212 8 37,736 0,163 03 570,552
(hemisferio derecho)
Seeetn Ean] 0,072 9 125,000 0,14 2 14,286 0,105 24 228,571 0,18 9 50,000 0,102 80 784,314
(hemisferio izquierdo)
Sl 0,083 5 60,241 0,229 8 34,934 0,186 21 112,903 0273 16 58,608 0,178 78 438,202
(hemisferio derecho)
Seceldplostal 0,097 3 30,928 0,179 4 22,346 0,137 18 131,387 0,337 17 50,445 0,135 60 444,444
(hemisferio izquierdo)
Secciqcauce 0.056 5 89,286 017 4 23,529 0,128 17 132,813 0,244 4 16,393 0,145 81 558,621
(hemisferio derecho)
Secaionicanial 0,086 6 69,767 0,124 4 32,258 0,134 14 104 478 0,282 16 56,738 0,122 66 540,984
(hemisferio izquierdo)
S 0,108 i 9,259 0,208 5 24,038 0,16 18 112,500 0,256 18 70,313 0,151 70 463,576
(hemisferio derecho)
(DM Sececlicetal 0,103 4 38,835 0,264 6 22,727 0,146 15 102,740 033 25 75,758 0,14 53 378,571
Lis1 SST-ko Caso 2 (hemisferio izquierdo) : ‘ . g b ’ g ) , d
(Lis flox/flox; Cre/+; 220 Seccion caudal
RFP+) ! 0,096 7 72,917 0,19 4 21,053 0,198 23 115,578 0,247 13 52,632 0,223 78 349,776
(hemisferio derecho)
R 0,089 3 33,708 0,168 3 17,857 0,155 9 58,065 0,237 15 63,291 0,161 69 428,571
(hemisferio izquierdo)
Seccion rostral
(hemisforia dareghoy | 0076 3 39474 0,205 7 34,146 0,193 30 155,440 0,295 22 74,576 0,154 90 584,416
S e Tejido roto Tejido roto Tejido roto Tejido roto Tejido roto Tejido roto Tejido roto Tejido roto Tejido roto Tejido roto Tejido roto Tejido roto Tejido roto Tejido roto Tejido roto
(hemisferio izquierdo)| T j i i i ] 3 Ei ] ] i e f i ]
Socciiiaa) 0,086 9 104,651 018 0 0 0,198 24 121,212 0,221 15 67,873 0,182 91 500,000
(hemisferio derecho)
ST 0,082 7 85,366 0,149 6 40,268 0,147 14 95,238 0,251 26 103,586 0,119 64 537,815
(hemisferio izquierdo)

Tabla 1. Datos primarios obtenidos tras el analisis del palio dorsal embrionario a E16.5. Las tabla muestra los valores de area, numero de células RFP+
obtenido tras el contaje con Imaged y el calculo de la densidad de células RFP+ en cada estrato del palio dorsal de cada una de las secciones (rostral y
caudal) y cada hemisferio cerebral de los ratones control (verde) y mutantes Lis71 SST-ko (azul) de los tres casos de estudio en el estadio E16.5. Los valores
de densidad de células RFP+ mostrados fueron empleados para el calculo del valor promedio de densidad celular en cada estrato del palio dorsal para cada
grupo de estudio.

45



Capa | Capa I/l CapaV Capa VI

Densidad células Densidad células Densidad células Densidad células
A ?) N° células RFP+ 3 2y | N° células RFP+ A ?) N° células RFP+ i 2) | N° células RFP+
Area (mm”©) ulas RFP+ [cél.,'mmz) Area (mm”~) ulas RFP+ (cél.fmmz) Area (mm”) celulas RFP+ (cél_/mmz) Area (mm?) celulas RFP+ (céIJmmZ)

FEGEEE || g 22 366,667 0,048 20 416,667 0,088 56 636,364 0,074 39 527,027

derecho
Hemisferio |, 5 20 344,828 0,045 16 355,556 0,091 78 857,143 0,063 36 571,429

izquierdo
ng:'::ﬁ? 0,017 7 411,765 0,013 5 384,615 0,035 26 742,857 0,017 10 588,235

Grupo control L
(Lis flox/+; Cre/+; RFP+) ":::;'zf;; 0,019 9 473,684 0,014 7 500,000 0,027 23 851,852 0,018 9 500,000
H:Q:;f:g" 0,066 22 333,333 0,044 22 500,000 0,108 41 379,630 0,088 32 363,636
Hemisferie | 574 25 352,113 0,048 18 375,000 0,104 39 375,000 0,084 21 250,000

izquierdo

|

REGEED || g4, g 15 241,935 0,034 14 411,765 0,065 31 476,923 0,049 12 244,898

derecho

Hemisferio
mquierdo | 0058 13 224,138 0,04 13 325,000 0,04 23 575,000 0,053 11 207,547
Grupo mutante REGESEHD || G5 - 8 320,000 0,015 3 200,000 0,037 15 405,405 0,016 3 187,500

- derecho

Lis1 SST-ko c 2

(Lis flox/flox; Cre/+; <k Ml
RFP+) 1emis 0,034 9 264,708 0,018 3 166,667 0,024 20 833,333 0,014 6 428,571

izquierdo
H:Q:;fﬁg" 0,061 18 295,082 0,035 9 257,143 0,069 33 478,261 0,042 10 238,095
REWEEE || 6 g 16 355,556 0,032 3 93,750 0,061 24 393,443 0,038 8 205,128

izquierdo

Tabla 2. Datos primarios obtenidos tras el contaje de células RFP+ en la ACC a P1. La tabla muestra los valores de area, numero de células RFP+
obtenido tras el contaje con ImageJ y densidad de células RFP+ calculada en cada capa de la ACC en ambos hemisferios cerebrales, tanto en los ratones
control (verde) como en los mutantes Lis7 SST-ko (azul) de los tres casos de estudio en el estadio P1. Los valores de densidad de células RFP+ mostrados
fueron empleados para el calculo del valor promedio de densidad celular en cada capa de la ACC para cada grupo de estudio.
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Capa Il

Area (mm?) N° células SST+ Area (mm?) |N° células SST+ Area (mm?) N células SST+ Area (mm?)|N° células SST+
H;;::'Cfﬁg“ 0,06 14 233,333 0,048 16 333,333 0,088 2 477,273 0,074 37 500,000
"::@':':fef:f 0,058 13 224,138 0045 12 286,889 0,091 60 650,341 0,063 3 492,063
Grupo control H;'”'Sfﬁm 0,017 5 294,118 0,013 3 230,769 0,035 20 571,429 0,017 9 529,412
(Lis flox/+; Cre/+; » e"?cfeu_
RFP+) :(’]’L'; K;';’ 0,019 6 315,789 0,014 7 500,000 0,027 15 555,556 0,018 9 500,000
e 9 136,364 0,044 17 386,364 0,108 33 305,556 0,088 27 306,818
derecho
Hemisferio | 4 o7 11 154,030 0,048 12 250,000 0,104 29 278 846 0,084 19 226,190
izquierdo |
. : |
Hemiskerio | - o 6 10 161,200 0,034 10 204,118 0,065 21 323,077 0,049 9 183,673
derecho |
AEUEE | Y 10 172414 0,04 8 200,000 0,04 17 425,000 0,053 8 150,943
izquierdo
Grupo mutante isferi
L1 ST 0 H:m""fe”“’ 0,025 7 280,000 0,015 3 200,000 0,037 11 297,297 0,016 2 125,000
: Caso 2 MY
Lis flox/flox; Crel+; isferi
( ' i . 7 205,882 0,018 2 11,111 0,024 14 583,333 0,014 5 357,143
RFP+) izquierdo
H;””'Sfe"" 0061 | 10 163,934 0,035 9 257,143 0,069 20 289,855 0,042 8 190476
erecho
RGN (045 8 177.778 0,032 2 62,500 0,061 15 245,902 0,039 7 179,487
izquierdo

Tabla 3. Datos primarios obtenidos tras el analisis por inmunofluorescencia y contaje de células SST+ en la ACC a P1. La tabla muestra los valores
de area, numero de células SST+ obtenido tras el contaje con ImageJ y densidad de células SST+ calculada en cada capa de la ACC en ambos hemisferios
cerebrales, tanto en los ratones control (verde) como en los mutantes Lis1 SST-ko (azul) de los tres casos de estudio en el estadio P1. Los valores de
densidad de células SST+ mostrados fueron empleados para el calculo del valor promedio de densidad celular en cada capa de la ACC para cada grupo de
estudio.
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Proporcion células SST+/RFP+ (%)

Capa | Capa I/l CapaV Capa Vi

Hemisferio derecho 63,64 80 75 94 87

Grupo control Hemisferio izquierdo 65 81,25 76,92 86,11
(Lis flox/+; Cre/+; Hemisferio derecho 71,43 60 76,92 90
RFP+) Hemisferio izquierdo 66,67 100 65,22 100

Hemisferio derecho 40,91 77,27 80,49 84,38

Hemisferio izquierdo 44 66,67 74,36 90,48
Hemisferio derecho 66,67 71,43 67,74 75

Grupo mutante Hemisferio izquierdo 76,92 61,54 73,91 72,73

Lis1 SST-ko Hemisferio derecho 87,5 100 73,33 66,67

(Lis flox/flox; Cre/+; Hemisferio izquierdo 77,78 66,67 70 83,33
RFP+) Hemisferio derecho 55,56 100 60,61 80
Hemisferio izquierdo 50 66,67 62,5 87,5

Tabla 4. Proporcion de células SST+/RFP+ en la ACC a P1. La tabla muestra los valores de la proporcién de células que co-expresan SST y RFP (células
SST+) respecto al total de células que expresan RFP+ (células RFP+) en cada capa de la ACC en ambos hemisferios cerebrales, en cada uno de los ratones
control (verde) y mutantes Lis7 SST-ko (azul) de los tres casos de estudio en el estadio P1. Los valores de proporcién de células SST+/RFP+ mostrados
fueron empleados para el calculo del valor promedio de la proporcién de células SST+/RFP+ en cada capa de la ACC para cada grupo de estudio.
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Capa I/

Densidad células Densidad células Densidad células Densidad células
i 2 o A 2 o A 2 o e i 2 0 g
Area (mm®)|N° células RFP+ RFP+ (cél.lmmz] Area (mm?®) | N° células RFP+ RFP+ (cél.!mmz) Area (mm*) |N° células RFP+ RFP+ (nél..fmrnz) Area (mm®) | N° células RFP+ RFP+ (cél.lmmz)
H;;':f::? 0,088 26 295 455 0,064 16 250,000 0,167 77 461,078 0,107 25 233,645
"::;‘L'f;:f 04 27 270,000 0,073 18 246,575 0,166 79 475,904 0,129 38 204574
Grupo control H:;‘:i:g“ 0,066 21 318,182 0,029 5 172 414 0,087 72 827,586 0,055 17 309,091
(Lis flox/+; Cre/+;
3 ":::L'IS;:';’ 0,052 16 307,692 0,025 6 240,000 0,083 46 554217 0,058 21 362,069
Hg:r;fsg” 0,097 11 113,402 0,067 10 149,254 0,191 59 308,901 0,124 24 193,548
"::;‘L'f;zf 0,097 27 278,351 0,063 9 142,857 0,165 44 266,667 0,145 32 220,690
ng:i:g“ 0,096 13 135,417 0,066 7 106,061 0,16 30 187,500 0,09 10 111,111
":2:::‘;’ 0,083 15 180,723 0,067 5 74,627 0,155 34 219,355 0,107 24 224,299
Grupo mutante H;;':g:g" 0,084 15 234375 0,03 4 133,333 0,093 68 731,183 0,062 13 209,677
Lis1 SSTko
(Lis flox/flox; Cre/+; Gasoz Hemisferio
RFP3) quiens | 0052 12 230,769 0,025 4 160,000 0,079 45 569,620 0,069 19 275,362
Hj;':j:g“ 0,002 16 173,913 0,062 10 161,290 0,143 47 328,671 0,098 24 244,898
"::;“L:::: 0.1 19 180,000 0,066 7 106,061 0,133 62 466,165 0,087 25 287,356

Tabla 5. Datos primarios obtenidos tras el contaje de células

fueron empleados para el calculo del valor promedio de densidad celular en cada capa de la RSC para cada grupo de estudio.

RFP+ en la RSC a P1. La tabla muestra los valores de area, numero de células RFP+
obtenido tras el contaje con ImageJ y densidad de células RFP+ calculada en cada capa de la RSC en ambos hemisferios cerebrales, tanto en los ratones
control (verde) como en los mutantes Lis7 SST-ko (azul) de los tres casos de estudio en el estadio P1. Los valores de densidad de células RFP+ mostrados
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Capa Il

Area (mm?) N° células SST+ NC células SST+ N° células SST+ Area (mm?) [N° c8lulas SST+
Hde:r;fﬁzc’ 0,088 17 193,182 0,064 12 187,500 0,167 52 311,377 0,107 21 196,262
Hemisferio |, 4 18 180,000 0,073 15 205479 0,166 57 3373 0129 3 271,318
izquierdo
Grupo control H::r;fﬁgc’ 0,066 15 227273 0,029 3 103,448 0,087 52 597,701 0,055 15 272,727
(Lis flox/+; Crel+; Hermisferi
RFP+) EMISIENO | 5 g7 9 173,077 0,025 4 160,000 0,083 # 493,976 0,058 17 293,103
izquierdo
L) || ) 6 61,856 0,067 6 89,552 0,191 37 193,717 0,124 18 145,161
derecho
Hemisferio | - oy 17 175,258 0,063 5 79,365 0,165 2% 157 576 0,145 27 186,207
izquierdo |
H:m'sfe”f’ 0086 | 5 52,083 0,066 2 30,303 0,16 19 118,750 0,09 7 77,778
erecho
Hemisferio | 4 g3 9 108,434 0,067 5 74,627 0,155 2 141,035 0,107 13 121,495
izquierdo
Glr_l.‘p‘) mutante A o 6 93,750 0,03 4 133,333 0,093 37 397,849 0,062 10 161,290
is1 SST-ko Caso 2 derecho
(Lis floxiflox; Cref+; Hemisferio | 4 e 10 192,308 0,025 2 80,000 0,079 3 392,405 0,069 16 231884
RFP+) izquierdo
Hemisiorio | - e 6 65,217 0,062 5 80,645 0,143 39 272,727 0,008 11 112,245
derecho
L 11 110,000 0,066 4 60,606 0133 29 218,045 0,087 18 206,807
izquierdo

Tabla 6. Datos primarios obtenidos tras el analisis por inmunofluorescencia y contaje de células SST+ en la RSC a P1. La tabla muestra los valores
de area, numero de células SST+ obtenido tras el contaje con ImageJ y densidad de células SST+ calculada en cada capa de la RSC en ambos hemisferios
cerebrales, tanto en los ratones control (verde) como en los mutantes Lis1 SST-ko (azul) de los tres casos de estudio en el estadio P1. Los valores de
densidad de células SST+ mostrados fueron empleados para el calculo del valor promedio de densidad celular en cada capa de la RSC para cada grupo de
estudio.
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Proporcion células SST+/RFP+ (%)

Grupo control
(Lis flox/+; Cre/+;
RFP+)

Grupo mutante
Lis1 SST-ko
(Lis flox/flox; Cre/+;
RFP+)

Capa | Capa I/l CapaV Capa VI
Hemisferio derecho 65,38 75 67,53 84
Hemisferio izquierdo 66,67 83,33 72,15 92,11
Hemisferio derecho 71,43 60 72,22 88,24
Hemisferio izquierdo 56,25 66,67 89.13 80,95
Hemisferio derecho 54 55 60 62,71 75
Hemisferio izquierdo 62,96 55,56 59,09 84,38
Hemisferio derecho 38,46 28,57 63,33 70
Hemisferio izquierdo 60 100 64,71 54,17
Caso 2 Hemisferio derecho 40 100 54.41 76,92
Hemisferio izquierdo 83,33 50 68,89 84,21
Hemisferio derecho 37,50 50 82,98 4583
Hemisferio izquierdo 57,89 57,14 46,77 72

Tabla 7. Proporcion de células SST+/RFP+ en la RSC a P1. La tabla muestra los valores de la proporcion de células que co-expresan SST y RFP (células
SST+) respecto al total de células que expresan RFP+ (células RFP+) en cada capa de la RSC en ambos hemisferios cerebrales, en cada uno de los ratones
control (verde) y mutantes Lis7 SST-ko (azul) de los tres casos de estudio en el estadio P1. Los valores de proporcion de células SST+/RFP+ mostrados
fueron empleados para el calculo del valor promedio de la proporcion de células SST+/RFP+ en cada capa de la RSC para cada grupo de estudio.
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