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Empecemos... por el final




Nuestro encéfalo...

Whole brain

1508.91£299.14 g

170.68 £ 13.86 B cells
B86.06 £ 8.12 B neurons
84.61 £ 9.83 B non-neur
0.99 non-neur/neurons.

Cerebral cortex (GM+WM)
123293+ 233689

7718+ 7.72B cells

16.34 £ 2.17 B neurons

60.84 £ 7.02 B non-neur
3.76 non-neur/neurons

‘\:,\‘ : X e Cerebellum

—_— Py Al - 15402+ 19299

; 85.08 £ 6.92 B cells
69.03 £ 6.65 B neurons
16.04 £+ 2.17 B non-neur
0.23 non-neur/neurons

Rest of brain
11766145429

B8.42 + 1.50 B cells
0.69 £ 0.12 B neurons

7.73 £ 1.45 B non-neur
11.35 non-neur/neurons
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Aparquemos momentaneamente el
encéfalo y vayamos ahora al
principio,

muy al principio...
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Una ( Ig determinista) del desarrollo embrionario desde el punto de vista de
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Una vision (algo determinista) del desarrollo embrionario desde el punto de vista de
la diferenciacion celular...

Zigoto:
Célula totipotente

Célula madre embrionaria (ESC)
Célula pluripotente

Célula madre tejido-especifica o
somatica:

Célula multipotente, bipotente,
- unipotente.

g

. Células diferenciadas

i

e

Waddington CH: An introduction to modern genetics. 1939

Células madre somaticas en los tejidos adultos

m Estado indiferenciado = “Stemness”

Auto-renovacion (self-renewal): la capacidad de replicarse a si mismas.
Multipotencialidad: la capacidad de dar multiples derivados celulares (el
grado de potencialidad depende del tipo de célula madre).

Capacidad de expansion clonal.

Célula madre tejido-especifica o
somatica:

Célula multipotente, bipotente,
~ unipotente.

Células diferenciadas

Waddington CH: An introduction to modern genetics. 1939
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Células madre somaticas en los tejidos adultos

= En numero reducido en los tejidos adultos.

Células de division lenta (concepto de quiescencia)

= Division asimétrica y amplificacion mediante progenitores transitorios de rapida
division (TAP).

m Persistencia a lo largo de la vida (se fundamenta en la capacidad de auto-
renovacion).

m  Ubicaciones concretas: concepto de “nicho” o “microambiente”.

=

\_./
Q{,\% & CELULAS DIFERENCIADAS
/ !

Auto-renovacion CELULA TAP
MADRE

Célula madre/troncal X Células terminalmente
Precursor/progenitor

(stem) diferenciadas

Locations of Somatic Stem Cells
N the body

(1T ] -
L EENER"
skin

skeletal
muscle

peripheral
blood
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Y équé pasa con el cerebro?

¢Como se forma nuestro cerebro
durante el desarrollo
embrionario?




Fuente: Kandel el at, 2000,
Principles of Neural Science

LA NEURULACION GENERA EL TUBO NEURAL

Anterior
Dorsal
view
Meural
plate -
| ;'u y . .
Posterior | i '
\ ] '3 -
Neural plate .
/ X
Ectoderm / #
Mesoderm . '
Endoderm
18 days 20 days 21 days 23 days
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Regionalizacion del TUBO NEURAL: Vesiculas primarias y secundarias

3 vesiculas primarias

Pared Cavidad

5 vesiculas secundarias

Telencéfalo

4 Diencéfalo

Cerebro anterior
(Prosencétfalo)

Cerebro medio
(Mesencéfalo)

Metencéfalo
Cerebro posterior <

(R

|

Olfacto
p!amdary

P Y

&
\

A Estadio do tres vesiculas

Mesancaialn

Rombencilala

~—— Tuty nevural caudal

REGIONALIZACION DEL TUBO NEURAL

B Estadio de cinco vesiculas

isntriculo inteds!

Tercwr ventriculs

Aduedutto cencbral

Cuamo ventriculo =

—_—
Conducto cential

Flera
ok PO Flemua

P Maduls aspiral

C

Telencéfalo

Digivttolo

Feting
rrnl

O~ Crataing
Mazancétaio
Matenaifalo

lprotuberancia
¥ cerebelol

Mislancéfaln
Tbulb raquidec)

Fuente: Kandel el at, 2000.
Principles of Neural Science
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El proceso de neurogénesis (fetal): produccion de neuronas

P : )
) Forebrain Midbrain ——-____'_ Hindbrain
Future '
forebrain Hindbrain [\: . Spinal cord
E 4""\\ uf
E: Optic vesicle FWEEKS
'E'I
Future El
2piial Farebrain

-

3 WEEKS

_——

& MONTHS

Neuroepitelio

El proceso de neurogénesis (fetal): produccién de
3 neuronas

Human 8.5 GW
Mouse E13.5 -

Az =1.03 x 10° mm?

1 mm

coronal
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Desarrollo del cortex en raton
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Establecimiento de la laminaciéon cortical: migraciones

El15
Tangential

I <

/PP.*— ——

!

REQPI@E®( (2
 Radial

Migracion radial
Migracion tangencial

STRPTEI Ficsremertaton of 4 coronal sectan of (e bram from an embryoms Say 14 moss (equvaler] o3 week 15 buman
embiya) » )

Fight half, the: mesjor subdvisions. of the lekencephali: proferatre zones, with the probable tepons of angin of neuons
expressing specific neurctransmitlers, ncluding glutamate (Glu), gamma-aminobutynic acid (GABA), and acetylcholne (AChH)
Left half, the migration pathways followed by neurcns from the vasious proliferaine zones, with straight arrows representing
radial mgration in all three major Zones and curved arows representng nonradal migrasion. Most projection neurons. follow
radial rragrabon, whereas most wlsmeurons follow nonradial palhways. AEP. antenar entopeduncular ares, BMC, basal
magnocellular complex, CTX, conex. GF. globus galidis, HIP, ppocampus, LGE, lalesal ganghonic eminence, MGE, medial
qanglionic eminence; PO, anterior preoplic area, STR, striahsm

{Momned from Wilson SW Rutensien LR Induction and patierming of Meuron 2000, 78 641-651
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Establecimiento de la laminacion cortical: La Glia Radial

Tubo neural

NSCs fetales: glia radial

18/07/2018
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Establecimiento de la laminacion cortical: La Glia Radial

A AL

Pial Surface
(Basal)

- =
Cortex

Self-Renewal ¢

N A
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Planar Planar
Symmetric
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Establecimiento de la laminacion cortical: La Glia Radial

Relief of hypoxia by angiogenesis promotes neural
stem cell differentiation by targeting glycolysis

Christian Lange™, Miguel Turrero Garcia®, llaria Decimo™?, Francesco Bifari'?, Guy Eelen”,
Annelies Quaegebeur™, Ruben Boon™, Hui Zhao™, Bram Boeckx™®, Junlei Chang®, Christine Wu®,
Ferdinand Le Noble™®, Diether Lambrechts™, Mieke Dewerchin, Calvin | Kuo®, Wieland B Huttner’ &

Peter Carmeliet™”
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Establecimiento de la laminacion cortical: La Glia Radial

CP  Cortical Plate

DG Dentate gyrus

EL  Ependymal Layer
12 Intermediate Zone
MZ  Marginal Zone

PP Preplate

SZ  Subplate Zone

VZ  Ventricular Zone
White Matter

OSVZ Outer Subventricular Zone
SG  Subpial Granular Layer

SEZ  Subependymal Zone
SWZ  Subventricular Zone
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Superficie

= Al final del desarrollo embrionario
la glia radial desaparece dando
lugar a células astrocitarias y a la
capa de células ependimarias que
recubre los ventriculos.

|

ESTUDIOS
LA DEGENERACION Y REGENERACION

L T T e R
Cr==——y=

Cajals Degeneration &
Regeneration of the
Nervous System

Ferulaod by

Raoul M. May

B e b8 Al iy
Javier DeFelipe & Edward G Jones

El dogma clasico vigente durante gran
parte del siglo XX

“..el aprendizaje hace que las células nerviosas existentes
emitan o hagan crecer nuevas prolongaciones para
reforzar sus conexiones con otras células nerviosas...”

“Preciso es reconocer que, en los centros adultos, las

vias nerviosas son algo fijo, acabado, inmutable. Todo
puede morir, nada renacer”.

Santiago Ramoén y Cajal, 1928

18/07/2018
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Plasticidad cerebral
Neurogénesis prenatal.
Las neuronas son células post-mitéticas.

El cerebro necesita una constante adaptacion al medio externo y una considerable
capacidad de reorganizacion de los circuitos tras el desarrollo.

La habilidad del cerebro para cambiar su estructura y funcidn durante la maduracion, el
aprendizaje o los cambios de ambiente se denomina plasticidad cerebral y depende de:

= Cambios en arborizacion
s Cambios a nivel molecular

™
s Cambios en funcionalidad sinaptica \ \

18/07/2018
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4 g
/Zneurogenesis adulta

Jose Manuel Morante Redolat
jm.morante@uv.es
Laboratorio de Neurobiologia Molecular

Departamento de Biologia Celular
Universitat de Valéncia

DoCiéncia
Mayo 2018

Neurogénesis Adulta

Romper el dogma y demostrar la
produccion de nuevas neuronas en
el cerebro postnatal/adulto no fue

nada facil...

18



Técnica de pulso y caza con nucleétidos marcados

Birthdate

S phﬂ.EiE

M phase
’ /0
w\_@

]3H]Thynudme
\ / or BrDU

Additional divisions

dilute label
~ & @

= Pulso de BrdU o [3H]Timidina se
incorpora al DNA de todas las células
que estan preparandose para dividirse
copiando su DNA (fase S previa a la
Mitosis).

s Sila célula sigue dividiéndose “diluye” la
marca repartiéndola entre sus células
hijas.

= Sila célula no vuelve a dividirse (célula
terminalmente diferenciada) quedara
marcada y podremos detectarla.

L L4
—
8 . .au_man {1962} E
a # Lirsd respaox ] ool sachall ﬂ

=0 - * Rakic (1974}
the lesloned rat * This study in
brain. TECES0
estahblished the
= Aliman {1961} dogrna Lhel no
-wm e
cdlsin the DG and o into the adulr
new neurons In the mammalian brain.
naccortax of the 3
Ll clxja:j,;&llmd;
and cat brain using
The [\F] thy : -nu.csmuis'nz
method.
wall & meonth old rat DG
rrieses 8 Dhess {196 7} G
= Showed . [H] thymudine
MCUrORTNCSEs in method.

g

Michael Kaplan (70’s-80’s)

= Kaplan & Hinds
{1380}
-Sawnewglhlnﬂle

nr.un.lel
= Kaplan {1981}

E s
neurogenesis in
the adult rat visual
cortex.

= Kapdan & Rell (1284}

Nottebohm F (1989) From bird song to neurogenesis. Scientific American 260: 74-9.

18/07/2018
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Final de los 90 y aiios 2000... el fin del dogma

= Kempermann, Eubn, &

Gagr 1997}

# Showed that mice living in
an enriched environmant
Ivad maore mearons in Lhe
DG than comtrods.
wubd £t al_ (1998}

w Lt e | [l slremes
dacrences call
profiferation inthe adult
primate D5

= brkzzon et al (1998}

* | pund neurogenesiz in
the hippocampi of 5 post-
mortem adult cancer
patients that had baan
ngetend walh B foe
diagnostic purposcs .

= van Praag, Kempearmann, &
Gage (1999}

1950

= Gomild el . {1999}
= Eslablishwed a conneclion

between adult
neurogenases n the rat
1M: and performance on
hippocampus-depondent
leamning tasks.

= Gould ct al. {1999}

« Firstreport of
neurogenssls In adult
i hippocmpus.,

= Komack B Rakic (1999}

= Confirmed adult
T m prmles
at veny low levels.

= Gamild =2 2. (1999}

= Rugen s nuurogeresis in
the adult primate
neocortex usmg Brdu
Iabeling and cell-specific
labcling.

= Magaw, Leswitt, & Mackhs

{z000)

* Supparts adult nencartical
ncurogenesis in the adult
mouse.

= palbarr et al. (20}

» hound that
antidepressants
significantly uprcgulate
hippocampal
PRl ——
Rt

= Shorset al. (2001}

= Blocked neurogenasis n
the adult rat DG and
tnund that these animals
had impaired

2000

hippocam
leamning but not
hippocampus-
i lcarning.
= Seyiet al (2001}
= 1 pund that some
aslrocyles nonmally sive
rise bo new neurons in the
adult mouse bram.

BrdU: bromo-desoxiuridina (30 dias)

18/07/2018
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Neurogénesis postnatal: nuevas metodologias

Step 1 Step 2 Step 3
Co-infect producer cells Harvest virus Inject mouse pup
Helper DNA ¢ Pgalactosidase-

o® 83 containing

. DNA

Step 5 Step 4
Development Virus enters precursor cell

¢,Coémo se establecen experimentalmente
relaciones de linaje (parentesco)?

Hipocampo

DG
Dentate gyrus

18/07/2018
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Neurogénesis postnatal/adulta

m Proceso de produccién de nuevas neuronas en
individuos maduros

m Envertebrados, el grado de neurogénesis postnatal
decrece con el incremento de la complejidad del
cerebro

m En el de los mamiferos se restringe a dos zonas
neurogénicas concretas: la zona subventricular y la
zona subgranular del hipocampo

Cerebral cortex Lateral ventricle  Hipocampus

Olfactory bulb \ Cerebellum

Zona subventricular (SVZ): Bulbo olfatorio Zona subgranular (SGZ): dentate gyrus
Retrovirus-lacZ

A. Alvarez-Buylla, UCSF S. Jessberger, BRI, Zurich

18/07/2018
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LA OEENERAEION T EGENETADAY
B “Preciso es reconocer que, en los centros adultos, las
; vias nerviosas son algo fijo, acabado, inmutable. Todo
______ puede morir, nada renacer”.
| B 1, e
| “..serd tarea de la ciencia del futuro cambiar, si es
' posible, este duro decreto”.
Cajals Degeneration &
Regeneration of the

Nervous System

Santiago Ramoén y Cajal, 1928

Vale, existe la neurogénesis adulta,
pero équé ocurre en una situacion
patolégica que implique pérdida
neuronal?

18/07/2018
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NEURONAL REPLACEMENT
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NEURONAL REPLACEMENT
source?
ENDOGENOUS EXOGENOUS
a b e
@ Spontaneous recruitment @ Reprogramming @ Transplantation
N . Ne v v
Neurogenic niches Local Local Local
DG svzZ —

Transcription factors
Small molecules

NSCs, ESCs, IPSCa
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Y en humanos éexiste
neurogénesis adulta?
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Neuronas BrdU positivas en el hipocampo

Neurogenesis in the adult human hippocampus

Peren S, Ermsson'!, Exatermva Perpiiieva', THosas Biork-Eriksson”, ANN-MARIE ALosN',
Crais Norosorc®, DanieL A, Pererson’ & Faep H. Gace!

Una estrategia muy ingeniosa
(Jonas Frisén, Instituto Karolinska, Suecia)

Eiid

m Niveles de 1“C en la atmdsfera aumentaron notablemente a consecuencia
de las pruebas nucleares durante la guerra fria (1955-1963).

m 1963: tratado de prohibicion de pruebas. Desde entonces, descenso
progresivo.

m Nuestras células al dividirse por mitosis incorporan *C en su DNA (los
niveles presentes en ese momento en la atmadsfera) - fecha de
nacimiento de la nueva célula.

Cell, Vol 122, 123-143, July 15, 2006, Copyright ©2005 by Elsavier Inc. DO 10,1016 celL 2008 04,028

Retrospective Birth Dating of Cells in Humans

18/07/2018
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Una estrategia muy ingeniosa
(Jonas Frisén, Instituto Karolinska, Suecia)

nacimiento i nacimiento
A™ Strategy B Strategy
L
= post-bomb pre-bomb
oo L
L L
2 2
o™ o =
A el L
LT %0
o i
.
" o> 2LJ®
ol 260 200 Gm.o 10 80 we =y ey 2000
]

00

= Individuo nacido después de las pruebas nucleares: las células con *4C
inferior al presente en su nacimiento se formaron postnatalmente.

= Individuo nacido antes de las pruebas nucleares: las células con 4C
superior al presente en su nacimiento se formaron postnatalmente.

Cell, Vol. 922, 113-143, July 18, 2006, Copyright ©2008 by Elsavier Inc. DO 10,1016/ celL 200,04, 028

Retrospective Birth Dating of Cells in Humans

Una estrategia muy ingeniosa
(Jonas Frisén, Instituto Karolinska, Suecia)

A
0 & Oitactory
800 bulb, NeuN+
700 @ Hippocampus,
2 NouN+
nd O Corex, Neul+
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Z 1 MNeuNs+
Z, 400 W
300 .'
200
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] ! )
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800 | * Latoral
700 vaeniricle wall
© Striatum
600
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9
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300 T
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o e
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% s
o 2
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Cell, Vol. 922, 113-143, July 18, 2006, Copyright ©2008 by Elsavier Inc. DO 10,1016/ celL 200,04, 028

Retrospective Birth Dating of Cells in Humans

m Presencia de nuevas neuronas
generadas postnatalmente en
hipocampo, zona
subventricular y estriado,

m Perono en el cortex o el bulbo
olfatorio..

18/07/2018

27



LETTER

doi:10.1038/nature25975

Human hippocampal neurogenesis drops sharply in
chilclren to undetectable levels in adults

Shawn F. Sorrells'“*, Mercedes F. Paredes"**, Arantxa Cebrian-Silla*, Kadellyn Sandoval'?, Dashi Qi®, Kevin W, Kelley',
David James', Simone Mayver!-?, Julia Cha m;f Kurtis 1. Auguste?, 1(|\\ ard F. C hmj_, Antonio J. Gutierrez’,

Arnold R. I\rlq,-tun 3, Gary W, Mathern®”, Michael C. Oldham', Eric J, Huang'’, Jose Manuel Garcia- Verdugo®,
Zhengang Yang® & Arturo Alvarez-Buylla'?

Cell Stem Cell

Human Hippocampal Neurogenesis Persists
throughout Aging

Graphical Abstract Authors

Maura Boldrini, Camille A. Fulmore,
Dantate Gyrus Alexandria N. Tartt, ...,
ii ﬁg& Andrew J. Dwork, René Hen,
J. John Mann
3) € 4 }

Los nichos neurogénicos
adultos

18/07/2018
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Zona subventricular (SVZ) Zona subgranular (SGZ)

Cerebelo

Células madre neurales adultas de la zona
subependimaria (SEZ o VZ-SV2)

A Rodent SVZ

Human SVZ

@Ependymal cells @Astrocyles @ Fast proliferating p s @I ®Neurons @ Oligodendrocytes

18/07/2018
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Derivadas de la glia radial

Glia radial

— —— O

Non-neurogenic areas

Astrocito

Neurogenic areas
L_J

= Enlos ventriculos laterales la glia
radial no desaparece dando lugar a
las células madre neurales adultas
de la zona subependimaria

Subependymal/subventricular

zone (SEZ/SVZ)j _———mSubgranular zone (SGZ)

= Las NSCs adultas de la SEZ tienen caracteristicas
astrocitarias (GFAP+) y se encuentran por debajo
de la capa de células ependimarias (5100b+)

= “Astrocitos neurogénicos”

18/07/2018
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Subependymal/subventricular

zone (SEZ/SVZ) ~—-xSubgranular zone (SGZ)

S

& 1,

s

= Enroedores producen nuevas neuronas que
migran rostralmente hasta los bulbos olfatorios
donde se integran funcionalmente.

= También producen nuevos oligodendrocitos que
migran dorsalmente hacia el cuerpo calloso.

NSCs in vitro: las neuroesferas

Expansion
clonal
Auto-
renovacion
Cell differentiation
Tripotencia 2% Fas
+ bFGF {10 ng/ml) - bFGF
EGF - EGF
Day 0 2DV 2+1 DIV
Plate Progenitors Astrocyles
Neurons

{Matrigel)
{40,000 cellsiem?)

Qligodendrocyfes

18/07/2018
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NSCs in vitro: las neuroesferas

a

Expansion 8
clonal &
Auto- . - %
renovacion s ®
#
s L
Tripotencia GFAP: astrocitos

Tujl1: Neuronas
04: Oligodendrocitos

Introduzcamos ahora el
concepto de NICHO

18/07/2018
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El concepto de nicho

* Restriction on stem cell entry into cell cycle and
differentiation programs.

* Integration of signals reflecting tissue and
organismal state.

| *+ Mechanisms for limiting “mutational errors”.

Raymond Schofield (1978)

“an environment...to explain the unlimited proliferation
and failure to mature of ...stem cells”

* Imposition of stem cell features on daughter cells.

MECANISMOS REGULADORES de la BIOLOGIA de las
CELULAS TRONCALES: MICROAMBIENTES / NICHOS

- Ambiente adecuado para mantenimiento de las NSCs, controlando su
supervivencia, proliferacion, diferenciacion y, sobre todo, su auto-
renovacion.

- Células madre-células nicho: una unidad interactiva organizada para
facilitar las decisiones de destino celular en el adecuado ambiente
espacio-temporal.

- Enlos nichos operan mecanismos parecidos a los que operan
durante el desarrollo.

18/07/2018
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El concepto de nicho

EL nicho ayuda a “frenar” la
diferenciacion terminal de las
células madre generando un
ambiente en el que pueden
permanecer indiferenciadas
(stemness) y quiescentes,
activandose de manera muy
controlada para producir
progenie diferenciada mientras se
auto-mantienen (self-renewal).

Dan

Waddington CH: An introduction to modern genetics. 1939

Adult Neural Stem Cells
Self-

renewal

M & le . Lineage restriction

Differentiation’

Multipotency vs
Unipotency

18/07/2018
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18/07/2018

Elementos del nicho
neurogénico de la Zona
Subependimaria

Interaccion con las células ependimarias y
con los vasos sanguineos

. . , Durante la neurogénesis postnatal
Glia radial: contacto con el ventriculo y 8 P

con la superficie del tubo neural

Durante la neurogénesis fetal

NSCs: contacto con las células
ependimarias y con los vasos sanguineos
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Interaccion con las células ependimarias y
con los vasos sanguineos

S

s \l

7
B-eatenin:

Las NSCs de la SEZ: la estructura en pinwheel
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Las NSCs de la SEZ: la estructura en pinwheel

beta-catenin (membranes)

GFAP

Las NSCs de la SEZ: la estructura en pinwheel

P o .
/ T . —————
b ! -

AA

_’ PARTE. L c \ f ,

f ~J Y . \ :

(ol e ) el BN o 4
Lateral £ e
! ventricles

_____
o)

______
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Los tipos celulares principales de la SEZ

Ependymal Cell B2 Astrocyte B1 Astrocyte ccell Neuroblast

” ﬁ o — a ’
(l S

,/-‘: »*‘\ J CELLULAS DIFERENCIADAS
e N

\
CELULA -

- X

Vamos a complicarlo “un
poquito” mas...
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Las células madre del musculo responden a lesiones
remotas: estado Q-primed o Q-alert

a Noninjured animal
L
/

O\
= 1\
Quiescent[ ',
(QSCs) Lf\'} ",&

Injured animal
BaCl,
(1)
O
b
Ct::nlr.'alaualalI:S}\| 4/ ] Activated
(€sCs) ¢ || W (asCs)

BrdU Isolate Isolate Fix
Injury Pulse SCs Injury SCs Cells
— ———— e
b -i2hrs 0 0 jnEgu 40hrs
In vivo Cycling 100 Ex vivo E(.IU incor p .
T i . 80 4 N - -I
w W2 291 s Sa
4 x 18 40 1 = x
................... 20 fFo-mmmmmm e o]
0

1 2 3 4

0 1 2 3 4
D

—8— ASCs —#—CSCs --O--- Q5Cs

s Las células madre del musculo
(MuSCs) permanecen
quiescentes activandose en
respuesta a lesion para
regenerar el musculo dafiado.

= Ante un dafio local en una pata,
se ha observado que las MuSCs
de la pata contraria responden
al dafio adquiriendo un estado
“alerta” (primed), todavia
quiescente, pero preparado
para una activacion rapida en
caso de que sea necesario.

Adult stem cell heterogeneity and the response to injury

Quiescent
dormant

GO Galert

HE STEM CELL CYCLE

T

Quiescent
primed

Activated
cycling

A

Transcription of cell cycle related genes

Slightly larger size

Higher mitochondrial activity

Activation
signal

GJf\leri
Quiescence

cycle
G[}

Quiescent mammalian adult stem cells cycle between two molecularly distinct
states: a sleeping (dormant) or deeply quiescent (G,) state and a primed but still
non-dividing state (G,,.;), induced in response to remote injury.
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Las NSCs también se encuentran en distintos estados quiescentes/activados

w

NSC
Single cell analysis

- \ Actlvated NSC
L% -

>> J 1 e Protein
metabolism b .

qNSC1  qNSC2  aNSCi aNSC2 Sl

Dormant  Primed Active Aclive -

quiescent diviting Glyeolyels - idat .
My Cell cycle

i GPCR EGFR
“ slgnaling signaling

‘commisnication iAok

Llorens-Bovadilla, E, et al (Cell Stem Cell. 2015)

Factores de nicho y su
influencia en la neurogénesis

Factoresde Differentiation
mantenimientode Take
quiescencia
g actores de ‘alerta” Division O —
y Alert) LR *
. pre-activation Activation % % 0 o . o
PECI e e it
ermancy divislon o5
Factores promotores
activacion #od
division
Factores promotores
de diferenciacion
Factores promotores .1 ian
de proliferacién

Factores promotores
de quiescencia T
Sexd

Return to quiescence Basak et al, 2018
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El nicho neurogénico y las distintas fuentes de senales

reguladoras de la neurogénesis

Long-rangeand | = Factores presentes en el liquido

local innervation

LVCP
secrelome

cefalorraquideo (CSF): captados por el
cilio primario en el centro del pinwheel.

= Sefales de retroalimentacidn desde los
progenitores y los neuroblastos.

Contactos célula-célula con las células
ependimarias y con las células
endoteliales de los vasos sanguineos.

= Moléculas secretadas por las células
endoteliales (nicho vascular).

= Inervacion.
= Matriz extracelular.

= Mediadores inflamatorios (microglia y
linfocitos infiltrados)

= Factores sistémicos (torrente
sanguineo): Barrera hematoencefalica
“relajada”.

= Nivel de hipoxia.

Veamos algunos ejemplos

18/07/2018
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El nicho neurogénico y las distintas fuentes de senales
reguladoras de la neurogénesis

Long-range and
local innervation

Contactos célula-célula con las células
ependimarias y con las células
endoteliales de los vasos sanguineos.

v-svz el

Niche architecture and quiescence

GFAP  y-tubulin

N-Cadherina Interaccion con las
células ependimarias:
N-cadherina

Pinwheel

B-catenin

Interaccion con la
Integrina lamina basal de las
células endoteliales

CD31

Dissecting Integrin-Dependent Regulation of Neural Stem
Cell Proliferation in the Adult Brain
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La rupture forzada de las unions mediadas por N-cad activa las NSCs

In vivo injection of Lentivirus carrying DN-Cdh-GFP

&£
w0
o
® | ent-GFP
2 1 ® | ent-GFP-DN-CDH
percentage of total cells
e Lot
“Lent-GFP intravent. delivery % %o "
F . ) Y i" =
g frmmm -
b + 0 o
8 Fd— 2
= Cw e
=] (] —r—l
& 0 2 4
= percentage of total cells
3

Porlan et al. Nat Cell Biology
(2014)

Las NSCs expresan una metaloproteasa que corta N-cad de forma regulada

o
W . ® Leni-GFP

[P ® Leni-GFP-MT5-MMP
Infection 0.018
2 i y 100
3 3 H |:=GJ N
2 O = &
] = 3w .
] 2 s e
= E 2 0
g [ & ol
B z g "
& = s 1|
Euthanasia Glamandi
o8)
Striatal delivery of lentiviruses for the Ventricular delivery of lentiviruses for the
expression of MT5-MMP expression of MT5-MMP

Overexpression of MT5-MMP results in higher numbers of proliferating B cells and enhanced neurogenic
output, suggesting that modulation of adhesion via MT5-MMP proteolytic shedding of N-cadherin is part of
the mechanism that controls quiescence of B cells.

» La adhesion de las NSCs a las ceIuIa_\s epenf:llmarlas del pinwheel porlan etal, Nat Cel Bology
ayuda a mantener su estado de quiescencia. (2014)

s Para activarse, las NSCs cortan de forma regulada estas uniones.
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43



El nicho neurogénico y las distintas fuentes de senales
reguladoras de la neurogénesis

Long-range and
local innervation

= Moléculas secretadas por las células
endoteliales (nicho vascular).

-
d
\

V-5VZ

PEDF (Pigmented-Epithelium Derived Factor, primer factor de nicho vascular
identificado con capacidad de regular la auto-renovacion de las NSCs

s Co-cultivo in vitro de NSCs con células endoteliales
NSCs (comparten el medio pero no hay contacto entre ellas).

Endothelial cells

Ramirez-Castillejo et al., Nature Neuroscience 2006
Andreu-Agullé et al., Nature Neuroscience 2009
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PEDF from natural sources induces self-renewal in NSCs derived from the SEZ

aNSCs

feeder cells

ependyma astrocytes granule cells

[ control
Il + C-ter PEDF

N
N 9O w

cell lysates

PEOF |
Brtubulin g r—y

fold-increase in
neurosphere number

=) =
o o L o

conditioned media 2 DIV

peor ) N

O 3]
& &
O WY g

R

PEDF es producido en el nicho por las células endoteliales de los vasos y por las
células ependimarias.

ependyma blood vessels

v [P

PEDF
or C-ter PEDF (function blocking fragment) e saline C-ter PEDF
7-d continuous s
infusion / S
%*-'--\ r Primary neurospheres in EGF+FGF from infused animals
Wizl —_—

Ramirez-Castillejo et al., Nature Neuroscience 2006
Andreu-Agull6 et al., Nature Neuroscience 2009
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El nicho neurogénico y las distintas fuentes de senales
reguladoras de la neurogénesis

Long-rangeand | w  Factores presentes en el liquido
local innervation

cefalorraquideo (CSF): captados por el
cilio primario en el centro del pinwheel.

= Moléculas secretadas por las células
endoteliales (nicho vascular).

v-svz

Neurotrofina NT-3

= La neurotrofina NT-3, presente
en el liquido cefalorraquideo y
secretada también por las
células endoteliales se une a un
receptor especifico (TrkC) en las
NSCs.

= Esta union induce la produccion
de Oxido Nitrico (NO) que
reduce la proliferacion de las
NSCs (mantenimiento de la
quiescencia).

SEZ capillaries

© peNOS endothelial cell—=
@ Nitric Oxide

Figure 7. Proposed Mechanistic Model

MT-3 is produced and released by endothelial cells, and B1 cells take up the

neurotrophin directly from the imigating vasculature or from the CSF. TrkC

activation by NT-3 leads to fast induction of eNOS activity in B1 cells through
Delgado-Fumero et al. Neuron, phosphorylation and the produced NO reduces the cycling of the NSCs.
83:572-85 (2014) Production of NT-3 by vascular sources creates a specific requirement for

MNSCs to proliferate in perivascular/periventricular niches,
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El nicho neurogénico y las distintas fuentes de senales
reguladoras de la neurogénesis

Long-range and
local innervation

= Factores sistémicos (torrente
sanguineo): Barrera hematoencefalica
v-5vZ “relajada”.

The systemic milieu is also part of the niche

Adult stem cells & aging

47
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The ageing systemic milieu negatively regulates
neurogenesis and cognitive function
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El nicho neurogénico y las distintas fuentes de senales
reguladoras de la neurogénesis

Long-range and
local innervation

V-5VZ

Mediadores inflamatorios (microglia y

linfocitos infiltrados)

Factores sistémicos (torrente

sanguineo): Barrera hematoencefalica

“relajada”.

Respuesta de las NSCs a inflamacion

La inflamacion sistémica
llega hasta el sistema
nervioso central y se
traduce en un cierto novel
de neuroinflamacion.

Observamos un aumento
de la poblacién de NSCs
quiescente en respuesta a
inflamacion.

Este aumento sélo se
puede explicar si se ha
producido una activacién y

una vuelta a la quiescencia.

NSCs

12,0
10,0
8,0
6,0
4,0
2,0
0,0

W Saline W LPS low B LPS high

gNsC1 aNsC2

2,0
15
1,0
05

0,0

LPS low = inflamacién leve
LPS high = inflamacion aguda

0,0

aNSC
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INFLAMMATION

Differentiation

pre-activation

®

INSC NSC
o Dormancy ¢

Low
Division
Alert/

Activation %
ansc  1st
division

2nd

1 gNSC = 1gN

division

L §
2

5+2d
Return to quiescence

o| ,0%°
)

%a %0

|

23

3rd
division

High Basak et al. 20

8

El nicho neurogénico y las distintas fuentes de seiales
reguladoras de la neurogénesis

Long-range and
local innervation

LVCP
secrelome

V-svz

Factores presentes en el liquido
cefalorraquideo (CSF): captados por el
cilio primario en el centro del pinwheel.
Sefiales de retroalimentacion desde los
progenitores y los neuroblastos.
Contactos célula-célula con las células
ependimarias y con las células
endoteliales de los vasos sanguineos.
Moléculas secretadas por las células
endoteliales (nicho vascular).
Inervacion.

Matriz extracelular.

Mediadores inflamatorios (microglia y
linfocitos infiltrados)

Factores sistémicos (torrente
sanguineo): Barrera hematoencefalica
“relajada”.

Nivel de hipoxia.
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Terminemos con algunas
reflexiones

Reflexiones finales...

= No tenemos un modelo integral que

explique el funcionamiento del nicho y su
papel en la regulacidn de la neurogénesis.

= Papel claro del nicho en homeostasis
(produccion de nuevas células en
condiciones fisioldgicas no patoldgicas).

= La neurogénesis decae con la edad
(envejecimiento) y, en parte, estd mediado

por cambios en el nicho asociados a la edad.

18/07/2018
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Reflexiones finales...

= Las células madre son capaces de responder
a diferentes tipos de dafio (accidentes
cerebrovasculares, dafio traumatico,
Long-range and neuroinflamacién, neurogeneracion,...)
local innonation . , .
produciendo nuevas células que migran al
lugar de la lesion.

= Importancia de entender el nicho en
situacion patoldgica.

= Medicina regenerativa: trasplante vs terapia
celular vs reparacién enddgena.

= Futuro prometedor: conversion de astrocitos
diferenciados en astrocitos neurogénicos.

= NSCsy tumores cerebrales > Cancer Stem
Cells y nicho tumoral.
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