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Introduccion

En los animales vertebrados, desde el momento inicial del desarrollo hasta el estadio
adulto, la polaridad planar que se establece en los tejidos controla, de manera fundamental,
multitud de aspectos (Butler and Wallingford 2017). Esta polaridad, ejercida en un plano
perpendicular a la conocida polaridad apico-basal, dirige la organizacion de estructuras celulares,

como por ejemplo la localizacién de cilios y los procesos de migracion (Goodrich and Strutt 2011).

La migracién celular se da en diferentes momentos del desarrollo, como por ejemplo en el
proceso de extensidon convergente durante el cierre del tubo neural en el desarrollo embrionario
(Nikolopoulou et al. 2017). Pero también esta implicado en en los procesos de progresion tumoral
(Krakhmal et al. 2015). Por otro lado, el establecimiento de la polaridad es esencial en el
funcionamiento de las células ciliadas. Los cilios llevan a cabo importantes funciones en la biologia
de vertebrados y anomalias en sus caracteristicas funcionales dan lugar a patologias muy severas.
La presencia de un cilio primario o de un grupo de cilios moéviles en las células va a gobernar
procesos durante el desarrollo de tejidos y sus caracteristicas funcionales. La alteracién en la
polaridad de los mismos va a dar lugar a ciliopatias muy diversas, desde el fallo en el
establecimiento de la simetria corporal, hasta fallos en funcionalidad del sistema repiratorio,
reproductivo y nervioso. Por ello, el conocimiento de los mecanismos que regulan la polaridad se

torna imprescindible.

La hidrocefalia se encuentra entre uno de los transtornos mas severos ocasionados por la
disfuncion ciliar en el Sistema Nervioso Central. La hidrocefalia se caracteriza por la acumulacién
del liquido cefalorraquideo en las cavidades del cerebro. Una de las causas de este transtorno es
el funcionamiento anémalo de los cilios presentes en las células que tapizan los conductos
cerebrales, las células ependimarias. Cada una de estas células presenta en su estado desarrollado
un grupo de entre 30 y 70 cilios. El movimiento de los mismos permite el flujo constante del
liquido cefalorraquideo a su paso por el cerebro. La disfuncidn de estos cilios conlleva la pérdida
de dicho movimiento y la acumulacién del liquido en las cavidades cerebrales. El mantenimiento
de la precisa organizacién que presentan los cilios de las células ependimarias, tanto
intracelularmente como intercelularmente, es una caracteristica esencial para que su funcién se
desarrolle adecuadamente. Por tanto, el conocimiento de las vias de regulacién implicadas en

este proceso se considera de una tremenda importancia.

El gen 7P73 perteneciente a la familia de factores de transcripcién p53, es uno de los

reguladores mas importantes en el desarrollo del Sistema Nervioso Central (Yang et al. 2000).
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Entre otros aspectos, p73 esta implicado en el mantenimiento de la capacidad de autorrenovacion
y multipotencia de las células troncales neurales (Agostini et al. 2010, Fujitani et al. 2010,
Gonzalez-Cano et al. 2010, Talos et al. 2010). Sin embargo, su funcidon en el control del
establecimiento de los sistemas que regulan la polaridad en general y del desarrollo funcional de
las células ependimarias en particular es muy limitado actualmente. Durante el periodo de
desarrollo de esta tesis doctoral hemos analizado el efecto de la falta de p73 en la ciliogénesis y
en el establecimiento de las vias que regulan la polaridad implicada en la organizacion de los
cilios de estas células, no solo demostrando un importante y novedoso papel de p73 en el
desarrollo del Sistema Nervioso Central, si no también abriendo la puerta al estudio del papel que
p73 presenta en el establecimiento de la polaridad celular en general, tan implicado en la

migracion celular, el desarrollo tumoral y en la irrigacion del mismo.

1. LA FAMILIA GENICA DE p53

1.1 ORGANIZACION ESTRUCTURAL DE LA FAMILIA P53

La familia de p53, constituida por los factores de transcripcion p53, p63 y p73, estad
implicada en la regulacién de mdltiples funciones celulares como la proliferacion celular,
senescencia y apoptosis (Pflaum, Schlosser and Muller 2014). Por tanto, la alteracién en estos
genes, o en las proteinas que codifican, puede tener importantes consecuencias tanto durante el
desarrollo embrionario, como en el desarrollo de diversas patologias como cancer o las

enfermedades neurodegenerativas.

Los genes que codifican las proteinas p53, p63 y p73 derivan de un gen ancestral comudn
(Belyi et al. 2010) que se ha identificado en casi todos los animales invertebrados. Aunque el
mayor énfasis de estudio se realiz6 inicialmente en la estructura y funcion de p53 debido a su
relevancia en cancer, p63 y p73 son evolutivamente mas antiguos de p53 (Dotsch et al. 2010).
Ademas, se han descrito homologos de la familia de p53, proteinas p53-/ike, que se encuentran
en multitud de organismos muy diferentes entre ellos, como moluscos, anémonas, almejas, C.
elegans, Drosophila o ranas (Nedelcu and Tan 2007). Estas proteinas p53-/ike son mas similares a
p63/p73 que a p53 (Belyi et al. 2010, Rutkowski, Hofmann and Gartner 2010). Por lo tanto, se ha
determinado que p63/p73 seria evolutivamente mas antigua, y que p53 ha evolucionado a partir

de ella (Nedelcu and Tan 2007).



Introduccion

Ademas, estudios recientes han demostrado la implicacion de p73 y p63 en el
mantenimiento de la linea germinal (Tomasini et al. 2008, Hu et al. 2007, Suh et al. 2006, Gonfloni
et al. 2009), sugiriendo que el ancestro original de esta familia en mamiferos seria un factor
relacionado con el correcto mantenimiento de esta linea (Figura 1). De hecho, las proteinas p53-
like han sido identificadas en organismos de ciclo de vida corto donde no existe la amenaza de
desarrollar cancer, y que por tanto no necesitan un supresor tumoral como tal (Brodsky et al.
2000, Ollmann et al. 2000, Derry, Putzke and Rothman 2001, Nedelcu and Tan 2007, Joerger,
Wilcken and Andreeva 2014). Todo ello sugiere que las funciones iniciales de estas proteinas era
la proteccion de la integridad gendmica de las células germinales, para asegurar una reproduccion
sin fallos. Un ejemplo de esta funcion es el nematodo Caenorhabditis elegans, donde la proteina
Cep-1 (proteina p53-/ike) se expresa en las células germinales, en las que funciona como inductor

de apoptosis durante la division meidtica en caso de dafio en el DNA (Greiss et al. 2008a, Greiss

et al. 2008b).
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Figura 1. Evolucion funcional de la familia de p53. Todos los miembros de la familia de p53 han adquirido distintos
papeles regulatorios durante su evolucion, desde el control de la calidad de la linea germinal y el desarrollo embrionario,
hasta el mantenimiento de las células troncales y la supresién tumoral (Chillemi et al. 2017).

Sin embargo, la mayoria de los animales vertebrados poseen tres genes independientes
(Belyi et al. 2010): p53 esta implicado en la supresiéon tumoral y la estabilidad del DNA, p63 esta
relacionada con la regulacién del desarrollo de epitelios y p73 es un importante regulador del
desarrollo del sistema nervioso. Sin embargo, p63 y p73 pueden actuar, junto con p53 o de
manera independiente a él, en procesos de supresién tumoral (Belyi et al. 2010, Blandino and

Dobbelstein 2004).

Cada uno de los miembros de esta familia presenta varias isoformas debido a la existencia
de diferentes promotores y a procesamientos alternativos durante la maduracién del RNA, tanto

en la regién N-terminal, como en la C-terminal. En concreto, el gen T7P73 presenta dos
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promotores, P1 y P2, que van a dar lugar a la expresion de isoformas TAp73 y DNp73,
respectivamente. El promotor P1 esta localizado en posicion 5’ respecto al exén 1y da lugar a los
transcritos que codifican las proteinas que contienen el dominio de transactivacion TA (isoformas
TAp73). El promotor P2, localizado en el intrdn 3, da lugar a las proteinas truncadas en el extremo
N-terminal (isoformas DNp73), que no poseen el dominio de transactivacion (Jacobs, Walsh and

Miller 2004, Yang and McKeon 2000).

En total, tedricamente el gen p73, con las posibles combinaciones para ambos extremos,
puede dar lugar al menos a 35 transcritos, que codifican para 29 proteinas diferentes, de las cuales
hasta el momento so6lo se han identificado 14 (Candi et al. 2014) (Figura 2). En general se han
descrito ocho isoformas diferentes denominadas para TAp73: o, B, v, 6, €, ny ¢ (o n’) (De Laurenzi
et al. 1998, De Laurenzi et al. 1999, Zaika et al. 1999, Ishimoto et al. 2002) y cuatro variantes de la
regién N-terminal; ANp73, generada a partir del promotor P2; ANp73’, variante generada a partir
de un sitio de iniciacion de traduccion alternativo; y las isoformas AEx2, carentes del exén 2 y
AEx2/3, carentes de los exones 2 y 3 (Stiewe and Putzer 2002, Stiewe et al. 2004, Dominguez et al.

2006, Fillippovich et al. 2001, Ishimoto et al. 2002, Zaika et al. 1999).
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Figura 2. Representacion esquematica de la estructura génica y proteica de la familia p53. Figura representativa de
los dominios estructurales de los miembros de la familia de p53. Muestra la localizacién de los diferentes promotores, los
sitios de maduracion alternativa y las posibles isoformas que se producen (Allocati, Di llio and De Laurenzi 2012).

El gen 7P73 da lugar a una proteina modular que consta de tres dominios estructurales

principales (Figura 2). El dominio N-terminal de transactivacion (TAD), presente en las isoformas
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TA. Esta es la regién menos conservada entre especies y la que presenta menor homologia entre
los miembros de la familia, con un 30% entre p73 y p53. El segundo es el dominio de unién a
DNA (DBD), el mas conservado entre especies y entre los componentes de la familia, con un 63%
entre p73 y p53. Finalmente, el dominio de oligomerizacion (OD), presenta una homologia del
38% entre p73 y p53 (Moll and Slade 2004, Dotsch et al. 2010). Todos los miembros de esta familia
poseen una sefal de localizacion nuclear (NLS) y una sefial de exportacion nuclear (NES), muy
conservados en todos ellos que permiten el transporte ndcleo-citoplasma (Harms and Chen 2006,

Liang and Clarke 19993, Liang and Clarke 1999b, Inoue et al. 2002).

Una caracteristica importante de esta familia de factores de transcripcion es la necesidad
de formacioén de tetrameros. Esto es posible mediante una dimerizacion proteica inicial entorno
al DNA a través del dominio de union al DNA (DBD) y una posterior unién de dos dimeros

mediante sus dominios de oligomerizacién (OD), formando un tetrdmero (Figura 3).

El dominio TAD es necesario para la activaciéon o repression transcripcional de los genes
diana, mediante su interaccion con la maquinaria transcripcional RNA polimerasa Il y reguladores
de la transcripcidon (Collavin, Lunardi and Del Sal 2010). Este dominio en p73 consta de dos
subdominios denominados TAD1 y TAD2 (Yoon et al. 2015). Las isoformas DN contienen una
secuencia de 13 aminoacidos, rica en prolina, que actla como sitio de activacion TAD2 (Liu et al.

2004).

El dominio DBD es el encargado del reconocimiento de los sitios de union al DNA,
permitiendo la regulacion de la transcripcidn de los genes diana de manera especifica (Brandt et
al. 2009). Este dominio en p73 estd compuesto por “hojas” B antiparalelas y bucles proteicos
donde se encuentran los aminoacidos clave tanto para la dimerizaciéon proteica como para la
union a DNA (Ethayathulla et al. 2012, Yoon et al. 2015, Canning, von Delft and Bullock 2012, Cho
et al. 1994). Estos residuos clave se encuentran muy conservados entre los miembros de la familia
p53, ya que las mutaciones de cambio de sentido que afectan a estos aminoacidos impiden la
union al DNA. Asi, el DBD de cada uno de los mondmeros, va a reconocer 5 bp del total de 20 bp
que presenta la secuencia de union a DNA para p73. Ademas, la dimerizacién inicial de dos
moléculas iguales ocurre entorno al DNA a través de este dominio. En p73 la hélice H2 y los lazos
que le predecen son los que presentan la mayoria de los residuos de union a DNA (Arg-293, Ala-

296, Cys-297, and Arg-300) (Ethayathulla, Nguyen and Viadiu 2013).

Las secuencias reguladoras a las cuales se unen los miembros de la familia pueden
encontrarse en zonas promotoras o intronicas. Todos ellos son capaces de unirse a secuencias

consenso, denominadas “elementos de respuesta a p53” (p53RE), que contienen dos copias de la

7
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secuencia palindrémica decamérica 5'-RRRCWWGYYY-3' separados por un espacio de hasta 13

pb (R es purina, W es Adenina o Timina e Y es pirimidina) (el-Deiry et al. 1992, Flores et al. 2002).

Sin embargo, a pesar de ser capaces de unirse a estos elementos de respuesta, p73 y p63,
muestran patrones de expresion génica diferentes (Candi et al. 2014). En concreto, p73 reconoce
los p73RE 5'-GAACATGTTCGAACATGTTC-3' y 5'-GAACCGGTTCGAACCGGTTC-3' (Ethayathulla et
al. 2012, Ethayathulla et al. 2013). Se ha propuesto que la especififcidad de secuancia se debe, al
menos en parte, al niUmero de pares de bases que separen los dos palindromos del RE, de manera
que la actividad transcripcional de p73 disminuye drasticamente cuando la distancia es superior

a 2 pb, mientras que p53 tolera distancias mayores (Ethayathulla et al. 2012).

El dominio OD (Joerger et al. 2009) es el dominio a través del cual dos dimeros proteicos
van a interactuar para formar un tetramero. La formacion de tetrameros es necesaria para muchas
funciones conocidas de esta familia. p73 forma homotetrdmeros para la transcripcion de sus

genes diana (Ethayathulla et al. 2012, Ethayathulla et al. 2013).

A Dimer interface
D
o
-~
o
@ L
] 3
£ i o
— loop s3_» S8 -
3 $7-58 /‘-' 3
gD o3 ® ™
44
a A N-teny |_-ML3 g
£ &
% H1
|_

A B
Dimer interface

Figura 3. Dimerizacion y tetramerizaciéon de p73 en un sitio completo RE. Modelo de la interaccion proteica para la
formacion de un tetrdmetro de p73, que muestra las dos zonas de dimerizacién (AB y DC) y las dos zonas de
tetramerizaicon (AD y CB) (Ethayathulla et al.,, 2013).

Ademas, las proteinas p63 y p73 son capaces de interactuar entre si a través de su dominio
OD para formar hetero-tetrameros (Davison et al. 1999, Coutandin et al. 2009). A pesar de la
interaccion de DNp73 con p53 para actdar como dominante negativo, p53 no es capaz de
oligomerizar a través de este dominio con sus homdlogos. Sin embargo, se ha descrito que las
formas mutantes de p53 que presentan mutaciones de cambio de sentido en su dominio DBD
(Freed-Pastor and Prives 2012), son capaces de unirse a p73 e inactivarlos mediante interaccion

con dicho dominio (Marin et al. 2000, Gaiddon et al. 2001, Bensaad et al. 2003).
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p73 y p63 albergan otros dominios en su extremo C-terminal, como el dominio SAM,
implicado en interacciones proteina-proteina (Chi, Ayed and Arrowsmith 1999, Thanos and Bowie
1999) y posee ademas un dominio de inhibicién de transcripciéon TID que disminuye la capacidad

de activacion transcripcional (Ozaki et al. 1999).

Esta complejidad estructural, y la capacidad de las distintas isoformas de los miembros de
esta familia de interaccionar entre ellas y modificar sus respectivas capacidades transcripcionalas,

hace que el estudio de las funciones bioldgicas de esta familia se muy compleja.

1.2 FUNCIONES BIOLOGICAS DE LA FAMILIA P53

El gen TP53, descrito en 1979 (Lane and Crawford 1979, Linzer and Levine 1979), fue
inicialmente considerado un oncogen, hasta que en 1989 se descubrié que la forma wild-type de
la proteina p53 actuaba realmente como un supresor tumoral (Baker et al. 1989, Finlay, Hinds and
Levine 1989). En respuesta a dafio genotoxico, p53 regula procesos tan importantes como la
reparacion del DNA, la parada del ciclo celular, la induccién de senescencia o la apoptosis, entre
otros (Bieging, Mello and Attardi 2014, Spike and Wahl 2011, Riley et al. 2008, Vousden and Ryan
2009, Jiang et al. 2015). Por todo ello, se conoce como “el guardian del genoma” (Lane 1992).
TP53 es el gen maés frecuentemente mutado en tumores humanos, estimandose que més de un

50% de los tumores muestran una pérdida de funcion de p53 (Olivier, Hollstein and Hainaut 2010).

La familia de p53 se completa con la identificacidon de p73 (Kaghad et al. 1997, Jost, Marin
and Kaelin 1997) y, posteriormente p63 (Osada et al. 1998, Yang and McKeon 2000). Tanto p63
como p73 pueden activar la transcripcion de genes diana de p53 implicados en parada de ciclo
celular y apoptosis, pero también son capaces de activar vias de sefializacién distintas a éstas
independientemente de p53. En general, la familia de p53 estd implicada en la regulacion de
multiples procesos bioldgicos (Figura 4), siendo determinante el balance de cada uno de los

miembros y de sus isoformas.
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Figura 4. Funciones celulares de la familia de p53 y sus genes diana. Esquema de diferentes funciones celulares en los
cuales esta implicada la familia p53 (Pflaum et al. 2014).

Las isofomas completas TAp73 (TAp73a y TAp73B) transactivan los genes diana de p53,
mientras que las formas truncadas DNp73 actian como dominantes negativos de p53 y TAp73,
inhibiendo su funcién y promoviendo la supervivencia celular (Zaika et al. 2002, Murray-Zmijewski,
Lane and Bourdon 2006). Dicha inhibicion puede llevarse a cabo a través de dos mecanismos:
DNp73 puede secuestrar estas proteinas mediante la formacién de heterotetrameros
transcripcionalmente inactivos (Zaika et al. 2002, Nakagawa et al. 2002, Zoric, Horvat and Slade
2013) o bien puede formar homotetrameros que compitan por los sitios de uniéon a DNA con p53
o TAp73 (Kartasheva et al. 2002). La expresién de DNp73 es inducida tanto por p53 como por
TAp73 mediante su unién directa a P2, generando un bucle de retroalimentacion negativa
(Kartasheva et al. 2002, Grob et al. 2001, Vossio et al. 2002, Zaika et al. 2002). Sin embargo, también
se ha descrito que DNp73 puede estimular la actividad transcripcional de p53/TAp73
dependiendo del gen diana y del contexto celular concreto, sugiriendo que dichas isoformas no
s6lo actian como inhibidores de su funcién (Goldschneider et al. 2005, Marques-Garcia et al.
2009). Por otro lado, las isoformas DNp73 (a y B) puede transactivar genes dianas especificos
(Kartasheva et al. 2003, Liu et al. 2004, Tanaka et al. 2006), ejerciendo funciones propias. Asi, la
regulacion de la expresion de unos miembros sobre otros, la cooperacion para la expresion de
genes dianas y la existencia de funciones tanto comunes como especificas, muestra el alto nivel
de interconexién funcional que existe dentro de esta familia y la relevancia del contexto celular

en la funcién de los miembros de la misma.
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1.2.1 Funcién de p73 en ciclo celular y apoptosis

Uno de los papeles mas estudiados de p73 es su implicacion en la regulacion del ciclo
celular y apoptosis, funcidon que comparte con p53 (Jost et al. 1997). Durante la regulacién del
ciclo celular, y mientras no se detecten sefiales de estrés, tanto los niveles de p53 como de p73
se encuentran regulados por E3 ubiquitin ligasas: MDM2 en el caso de p53 (Hernandez-Monge
et al. 2016, Huang et al. 2011) y la ligasa ITCH en el caso p73 (Rossi et al. 2005). Ademas, p73
también puede ser degradado en el proteasoma de manera independiente a ubiquitinacion
(Asher et al. 2005) o degradado por calpainas (Munarriz et al. 2005). En respuesta a estrés
genotdxico, TAp73 se va a acumular rapidamente tras sufrir una serie de modificaciones post-
traduccionales, como por ejemplo fosforilacién medinate c-Abl y acetilacion mediate p300
(Costanzo et al. 2002, Mantovani et al. 2004), y ademas, se va a producir una disminucion de la
proteina ITCH (Rossi et al. 2005). En respuesta a estrés genotoxico también se induce la expresion
de PIR2, una E3 ubiquitin ligasa que en presencia de altos niveles de TAp73 va a degradar
preferencialmente DNp73 (Sayan et al. 2010) lo que aumentara el ratio TA/DN favoreciendo la
funcion de TAp73. Asi TAp73 se unira al DNA tras para transcribir genes diana, entre los que se
encuentran genes diana comunes con p53, como p21, la ciclina B2 o las proteinas CDC25B y
CDC25C (Scian et al. 2008), pero también especificos como el inhibidor de quinasas dependientes
de ciclina, p57/Kip2 (Balint et al. 2002) o la ciclina B1 (Innocente and Lee 2005). El dafio del DNA
puede llegar a estimular la entrada en apoptosis. TAp73 puede inducir la muerte celular mediante
lainduccién de estrés en el reticulo endoplasmatico (Terrinoni et al., 2004) y mediante la expresién
de genes proapoptéticos como PUMA y Bax (Melino, De Laurenzi and Vousden 2002). La
expresion de PUMA se induce directamente por p73 en respuesta a dafio en el DNA, lo que da
lugar a la translocacién de Bax a la mitocondria, desencadenando la liberacion del citocromo c.
Durante los procesos de apoptosis, p73 induce también la expresion de la proteina GRAMD4, que
ayuda a la translocacién mitocondrial y oligomerizacion de Bax (John et al. 2011). Ademas de estas
proteinas, p53 y p73 incluyen entre sus dianas transcripcionales microRNAs de supresion tumoral
como let-7, miR-34, miR-15/16a, miR-145, miR-29, miR-26, miR-30, and miR-146a que estan
implicadas en facilitar la parada del ciclo celular y la entrada en apoptosis (Boominathan 2010).
Se ha descrito que p73 también puede activar la apoptosis de manera exonuclear, localizdndose
en el citoplasma y en el entorno mitocondrial durante la apoptosis e interaccionando con
proteinas como la proteina de supresién tumoral Wwox (Ageilan et al. 2004) o la proteina de

andamiaje RanBP9 (Figura 5) (Liu et al. 2013).
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Figura 5. Mecanismos de induccion apoptoética de p73. Esquema de los mecanismos de induccién de apoptosis
dependientes (a) e independientes (b) de transcripcion de genes diana de p73 (Yoon et al. 2015).

1.2.2 Funcién de p73 en fertilidad y reproduccion

La familia de p53 también ha sido relacionada en el mantenimiento de las lineas germinales.
En animales invertebrados, el ancestro comin de esta familia se encuentra de manera
predominante en la linea germinal, donde protege al DNA de dafio y sefales de estrés (Belyi et
al. 2010), evitando errores en dicha linea germinal que puedan pasar a los embriones. El estudio
de los ratones carentes de las proteinas de esta familia indica que p73 esta implicado en garantizar
que el blastocisto temprano tenga una entrada en division mitotica normal (Tomasini et al. 2008),
mientras que p53 regula la implantacién del cigoto mediate la regulacién de LIF (factor inhibidor
de leucemia, /eukaemia inhibitory factor) (Hu et al. 2007) y p63 estad implicado en controlar la

calidad y la supervivencia de los oocitos (Suh et al. 2006, Gonfloni et al. 2009).

En el caso de la fertilidad en hembras, se ha descrito que p53 ejerce un importante papel.
Los ratones hembras carentes de p53, a pesar de presentar una ovulacion y fertilizacion adecuada,
la implantacién de los huevos fertilizados en el Utero no se realiza correctamente (Hu et al. 2007,
Hu et al. 2008). Esto es debido a que p53 regula la transcripcion del gen Li7 factor que secretan
las células glandulares del Utero y que es necesario para la implantacién del cigoto en el Utero
cuatro dias después de tras la fertilizacién en el caso del raton. En ausencia de p53, los niveles de

LIF son muy reducidos, dando como resultado una implantacion defectuosa.

En el caso de p73, los ratones 7rp73-/- tanto hembras como machos, muestran defectos
en vias hormonales y sensoriales que contribuyen a que el ratdn tenga un fenotipo de conducta
que imposibilita el apareamiento (Yang et al. 2000). Los ratones hembra carentes de TAp73
especificamente (TAp73KO) presentan un ciclo menstrual normal, pero aldn asi son estériles
(Tomasini et al. 2008). Esto se debe a la baja calidad de los oocitos TAp73KO, que presentan

multitud de anomalias en sus husos asi como aneuploidias. Esto es debido a la interaccién de
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TAp73 con proteinas que forman el completo proteico para la formacién de los husos, el SAC
(Spindle Assembly Checkpoint) (Baker et al., 2004; Leland et al., 2009; Shuda et al., 2009; Zhang
and Lees, 2001). De este modo, la mayoria de los embriones obtenidos de oocitos TAp73KO
detuvieron su crecimiento durante la etapa de escision, dando lugar a embriones con blastomeros
multinucleados y blastocistos de baja calidad con un ndmero anémalo de células (Figura 6)
(Tomasini et al. 2008). Todo ello indica que p73 tiene un papel importante en la fertilidad en
hembras, en concreto durante el desarrollo de oocitos, ya que la ausencia de la isoforma TAp73
da lugar a anomalias en el desarrollo embridnico preimplantacional. Ademas de ello se ha
observado un descenso significativo del nimero de foliculos primordiales y primarios en ratones
hembra TAp73KO por lo que el agotamiento reproductivo ocurre antes. Estas hembras también
presentan un ratio de ovulacion mucho menor, con menor nimero de oocitos que en los ratonos

hembra WT (Tomasini et al. 2008).

FromTAp73+/+ FromTAp73-/-
oocytes oocytes

Sperm
} Normal Multinuclear  heads

Figura 6. La ausencia de TAp73 disminuye la calidad de los blastocistos. Cigotos fertilizados /n vitro provenientes de
oocitos TAp73KO muestran células multinucleadas y defectos morfoldgicos que el cigoto control no presenta (Levine et
al. 2011).

Un detalle importante es el impacto negativo que representa el aumento en la edad de la
hembra sobre la fertilidad (Spandorfer et al. 2004). En humanos, la expression de la isoforma
TAp73 disminuye de manera natural en los oocitosdurante el envejecimiento (Guglielmino et al.
2011), lo que podria explicar la reduccion en la tasa de fertilidad y el aumento en la proporcion
de bebés nacidos con anomalias cromosomales. Todo ello concuerda con lo observado en ratones
hembra, donde los oocitos de hembras WT de edad avanzada muestran anomalias similares a los

oocitos de los ratones TAp73KO hembra jévenes (Tomasini et al. 2008).
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En el caso de fertilidad en machos, p73 ejerce también un importante papel, ya que se ha
descrito que la isoforma TAp73 estd implicada en la maduracién de los tubos seminiferos. Los
ratones macho TAp73KO, pero no los DNp73KO, muestran tubulos seminiferos “vacios” debido a
la masiva pérdida prematura de células germinales inmaduras. Esto se debe a defectos en
adhesiones célula-célula entre las células germinales en desarrollo y las células de Sertoli, las
cuales también presentan cierta degeneracion, todo ello alterando la integridad y la maduracién

del epitelio germinal (Holembowski et al. 2014).

Todo ello se debe a la transcripcion, por parte de TAp73, de moléculas relacionadas con la
adhesién y la migracion celular, como las metaloproteinasas ADAM17 (A Disintegrin And
Metalloproteinase) y MMP13 (Inoue et al. 2014), Timp1 (inhibidor de metaloproteinasa 1),
Serpina3n (inhibidor de serine-peptidasa) (Holembowski et al. 2014). Estas moléculas son
conocidos reguladores de la adhesion celular y la migraciéon de células germinales (Moreno,

Urriola-Munoz and Lagos-Cabre 2011, Guyot et al. 2003, Le Magueresse-Battistoni 2007).

Todo ello demuestra que la familia de p53, p73 en concreto, presenta un papel muy

importante en la regulacion de las lineas germinales y la fertilidad en ambos sexos.

1.2.3 Funcion de p73 en vasculogénesis y angiogénesis tumoral

La vasculogénesis es el desarrollo de nuevos vasos sanguineos a partir de la diferenciacion
y el establecimiento de precursores mesodérmicos, mientras que la angiogénesis es la formacion
de nuevos vasos sanguineos a partir de otros ya formados. Durante el desarrollo de mamiferos,
los progenitores mesodérmicos dan lugar a hemangioblastos, que son preocursores
multipotentes de células troncales hematopoiéticas (HSCs) y angioblastos. Dutante la
vasculogénesis, los procesos de hipoxia y las sefiales proangiogénicas van a inducir estos
angioblastos a diferenciarse a células endoteliales CD31+ que van a ser las que formen la red

vascular primitiva (Cao and Yao 2011).

La regulacion de los procesos de vasculogénesis y angiogénesis depende de un gran
nimero de moléculas de senalizacion, como el factor de crecimiento vascular endotelial (VEGF)
(Ferrara, Gerber and LeCouter 2003) y el factor-g de crecimiento transformante (TGFB) (Bertolino
et al. 2005) entre otras. En concreto, TGFB controla la diferenciacion de células endoteliales,

inhibiendo su migracién y su proliferacién.

El papel de p73 en la regulacion de la formacién de vasos sanguineos ha sido un tema

controvertido durante mucho tiempo. Los ratones carentes de p73 presentan, entre otros
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defectos, hemorragias gastrointestinales y craneales (Yang et al. 2000), lo cual sugiere tanto
defectos en la integridad vascular y como un posible papel de p73 en la regulacion de los procesos
de vasculogénesis/angiogénesis. Nuestro grupo de investigacion, ademas, demostré que el gen
GATA-1 (Marques-Garcia et al. 2009) esencial en la diferenciacion endotelial y hematopoiética

(Adamo and Garcia-Cardena 2012), es una diana transcripcional directa de TAp73.

Nuestro grupo, paralelamente a otros, ha analizado el papel de p73 en la angiogénesis.
Fernandez-Alonso et a/ determind, mediante el uso de modelos in vitro en 3D de cuerpos
embrioides (EBs), que en ausencia de p73 el tamafio de los EBs era menor y con menos proporcion
de células CD31+, demostrando la necesidad de p73 para una adecuada diferenciacion endotelial
(Fernandez-Alonso et al. 2015). Los EBs son capaces de recapitular la morfogénesis vascular
temprana (Li and Claesson-Welsh 2009, Kohler et al. 2013, Yoshida and Yamanaka 2010), ya que
bajo condiciones adecuadas generan células endoteliales funcionales (Yurugi-Kobayashi et al.
2003, Narazaki et al. 2008). Ademas, en ausencia de p73, la formacidn del plexo vascular primitivo
se encuentra alterado, y se observ6 una reduccién de las vias de sefalizacién de VEGF y TFGB
(Mallet et al. 2006, Fernandez-Alonso et al. 2015). En este modelo ambas isoformas de p73, TAp73
y DNp73, se mantenian sobreexpresadas, siendo DNp73 la isoforma predominante (Fernandez-

Alonso et al. 2015, Marin and Marques 2016).

Para analizar el papel de p73 en los procesos angiogénicos /in vivo se estudio la
vascularizacion de la retina (Uemura et al. 2006, Poulaki 2011). Tras el nacimiento, en las retinas
avascularizadas, las células endoteliales proliferan y migran, formando estructuras
bidimensionales. Este crecimiento esta dirigido por una red de astrocitos que, en respuesta a un
ambiente hipdxico, secretan VEGF. De este modo los gradientes de VEGF polarizan el crecimiento
de células endoteliales para la formacién de vasos (Roca and Adams 2007). En ausencia de p73,
la densidad y la estabilidad del desarrollo vascular de la retina de raton se encuentra alterada
debido a que se forman menor nimero de redes de células endoteliales, que presentan ademas
mayor desorganizacion (Figura 7), sugiriendo una alteracion de las vias de sefializacion de VEGF

y de TGFb (Fernandez-Alonso et al. 2015, Marin and Marques 2016).
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Figura 7. La falta de p73 altera la formacion de estructuras vasculares en modelos /in vivo e in vitro. (a) En las retinas
de los ratones carentes de p73 se produce la formaciéon de una vasculatura aberrante (IB4) sobre una red astrocitica
desorganizada (GFAP), (b) ademas de una clara disminucion de la produccion de VEGF /n vivo. (c) El estudio de los modelos
en 3D /n vitro revela que la ausencia de p73 altera la correcta formacion de prolongaciones endoteliales, (d) en concreto
en ausencia de la isoforma DNp73 en comparacion con los controles (Fernandez-Alonso et al. 2015).

Sin embargo, el papel de las isoformas de p73 en la formacién de nuevos vasos ha sido
muy controvertido. Diferentes estudios han demostrado la funciéon proangiogénica de DNp73
(Amelio et al. 2015, Stantic et al. 2015, Dulloo et al. 2015b, Dulloo, Hooi and Sabapathy 2015a,
Fernandez-Alonso et al. 2015). Sin embargo, el papel de TAp73 ha sido mucho mas discutido, con
estudios que le asocian un papel proangiogénico (Amelio et al. 2015, Stantic et al. 2015) y otros
un papel antiangiogénico (Dulloo et al. 2015a, Dulloo et al. 2015b, Fernandez-Alonso et al. 2015).
La regulacion dual que parece ejercer TAp73 en la formacién de nuevos vasos parece estar
relacionada con la regulacion de HIF-1 (hypoxia-inducible factor 1), un factor asociado al
desarrollo de los vasos sanguineos en bajas condiciones de oxigeno. De este modo, TAp73 podria
estar regular la angiogénesis en las dos direcciones dependiendo de ventanas temporales que

establecerian un lazo de regulacion bajo determinadas condiciones celulares, de localizacion y de

tiempo (Sabapathy 2015).

El conocimiento de la implicacion de p73 en la formacion de vasos, ya sea mediante por
procesos vasculogénicos o angiogénicos, es esencial desde el punto de vista de la progresion

tumoral.
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1.2.4 Funcién de p73 en cancer

La funcion de p73 en la establecimiento y progresién tumoral ha sido intensamente
estudiada en los ultimos 20 afios (Inoue and Fry 2014, Ferraiuolo et al. 2016, Engelmann et al.
2015, Melino 2003, Moll and Slade 2004). Debido a la importante implicacion de p53 en este
ambito, también se ha estudiado el papel de p73 y p63 en la supresién tumoral, promoviendo la
senescencia y la apoptosis. El gen TP53, pero no TP63 y TP73, se encuentra frecuentemente
mutado en tumores humanos, con una tasa de incidencia superior al 50%, dando lugar a mayores
tasas de proliferacion celular, procesos invasivos, angiogénesis, inestabilidad gendmica de células
cancerosas y quimioresistencia. Todas estas funciones oncogénicas, ademas de estar promovidas
por la mutacion de p53, pueden también estar fomentadas por la interaccién de p53 con DNp63

y DNp73, lo que determina su inactivacién funcional.

La proteina p73, descubierta en 1997 (Kaghad et al. 1997, Schmale and Bamberger 1997)
juega, junto con p53, un importante papel en los puntos de control en la regulacion del ciclo
celular (Melino et al. 2002). El gen 7P73 raramente se encuentra mutado en tumores humanos,
pero su expresion si se puede encontrar desregulada, siendo mas frecuente la sobreexpresion de
la proteina que la pérdida de expresién de la misma (Kaghad et al. 1997). La alteracion en la
expresion de p73 se ha estudiado en multitud de tumores como hepatocarcinoma (Bantel and
Simon 2010), neuroblastoma (Casciano et al. 1999, Kovalev et al. 1998), cancer de pulmon (Mai et
al. 1998, Tokuchi et al. 1999), cancer de prostata (Carastro et al. 2014), carcinoma colorrectal (Lee
et al. 2010, Sunahara et al. 1998, Guan et al. 2003, Sun 2002), cancer de mama (Zaika et al. 1999),
cancer de eséfago (Cai et al. 2000), cancer estomacal (Kang et al. 2000), leucemia linfocitica crénica

(Novak et al. 2001), leucemia mieldgena cronica y aguda (Tschan et al. 2000, Peters et al. 1999).

El estudio de la formacion de tumores en el modelo murino 7rp73-/- se imposibilita debido
a que mueren a edades muy tempranas sin desarrollar tumores (Yang et al., 2000). Sin embargo,
estudios llevados a cabo en ratones heterocigotos 7rp73+/- revelaron la formacién de tumores
espontaneos (Flores et al. 2005). Los tumores derivados de dichos ratones 7rp73+/- mostraban
pérdida de heterocigosidad (LOH, loss of heterozigosity) en los alelos p73wt, caracteristica tipica
de la inactivacién de la supresion tumoral en cancer (Rufini et al. 2011). Estos datos concuerdan
con lo observado en tumores gastrointestinales en humanos, donde la pérdida de

heterocigosidad llega a alcanzar tasas de hasta el 40% de los casos (Zaika and El-Rifai 2006).

Las diferentes isoformas de p73 van a jugar importantes y muy diferentes papeles en la
evolucién tumoral. Mientras que TAp73 actla, junto con p53, en la promocién de la actividad

proapoptotica, las isoformas carentes del dominio de transactivacion (ANp73, AN'p73, Aex2p73,
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and Aex2/3p73) ejercen una funcion de supervivencia tumoral inhibiendo dicha actividad
propoptotica tanto de p53 como de TAp73 (Casciano et al. 2002). El anélisis fenotipico de los
ratones carentes de la isoforma TAp73 reveld una alta tasa de formacién espontanea de tumores

(Tomasini et al. 2008) indicando la funcién de TAp73 como supresor tumoral.

Los ratones carentes de la isoforma DNp73 no presentan formacién espontanea de
tumores. Sin embargo, se ha demostrado su potencial oncogénico en determinados contextos
celulares (Bailey, Cragg and Townsend 2011), ya que las isoformas de p73 truncadas en el extremo
Nterminal se encuentran sobreexpresadas en una amplia gama de tumores humanos (Rufini et al.
2011, Soldevilla et al. 2011, Soldevilla et al. 2014, Zaika et al. 2002, Stiewe and Putzer 2002,
Casciano et al. 2002, Douc-Rasy et al. 2002). En concreto la isoforma ex2/3p73 parece ser
especifica de procesos tumorales ya que no se ha encontrado su expresion en tejidos sanos
(Fillippovich et al. 2001, Concin et al. 2004). De este modo la expresién de las isoformas carentes
del extremo N-terminal durante un proceso tumoral es considerado un marcador de pronéstico

adverso.

1.2.5 Funcion de p73 en el desarrollo del Sistema Nervioso Central, neurogénesis y

neurodegeneracion

La familia de p53 tiene una funcién esencial durante el desarrollo embrionario. p63 regula
del desarrollo epitelial (Mills et al. 1999, Yang et al. 1999) mientras que p73 ejerce un papel muy
importante en el desarrollo y mantenimiento del sistema nervioso, con una implicacién clave en

el mantenimiento de la autorrenovacion y la diferenciacion de precursores neuronales.

El analisis fenotipico de los ratones carentes de p53 (p53KO), no muestra anomalias severas
durante el desarrollo (Donehower et al. 1992). La mayoria de los ratones p53KO consiguen
alcanzar el estado adulto, por lo que inicialmente se sugirié que p53 era dispensable para el
desarrollo embrionario y postnatal (Donehower et al. 1992). Sin embargo, se demostrd que la falta
de p53 generaba, especialmente en hembras, exencefalia, que es un crecimiento excesivo de parte
del tejido neural en el mesencéfalo debido a defectos en el cierre del tubo neural (Armstrong et
al. 1995, Sah et al. 1995). Estos datos demuestran que la falta de p53 da lugar a alteraciones
durante el desarrollo neural, siendo esta regulacion, en gran medida, dependiente del contexto

celular debido a la alta proporcién de casos observados en hembras.

En los dltimos afios varios grupos, incluido el nuestro, han demostrado que p73 desempefia
un papel fundamental durante el desarrollo del sistema nervioso central (CNS) (Killick et al. 2011).
Los ratones p73KO presentan severas deficiencias neuroldgicas entre las que se encuentran la

18



Introduccion

disgénesis del hipocampo, hidrocefalia, anomalias en las vias sensoriales de deteccion de
feromonas (Yang et al. 2000), hipoplasia cortical (Yang et al. 2000, Meyer et al. 2004), pérdida
postnatal de neuronas simpaticas (Pozniak et al. 2002) y ausencia de células Cajal-Retzius

(Abraham, Perez-Garcia and Meyer 2004, Meyer et al. 2004).

El gen 7rp73 juega un papel fundamental en la biologia de las NSC (células troncales
neurales), ya que es necesario para el mantenimiento de la neurogénesis (Agostini et al. 2010,
Agostini et al. 2011, Fujitani et al. 2010, Gonzalez-Cano et al. 2010, Talos et al. 2010). Nuestro
grupo de investigacion demostré, paralelamente con otros laboratorios, que p73 es un regulador
basico del mantenimiento de la autorrenovacion de las NSC /n vitro (Gonzalez-Cano et al. 2010,
Agostini et al. 2010). Ademas, esta implicado en la correcta diferenciacion de las mismas, ya que
la ausencia de p73 da lugar a su diferenciacién prematura /n vitro (Gonzalez-Cano et al. 2010),
todo ello de manera antagonica e independiente a p53, el cual es un regulador negativo de la
autorrenovacion y proliferacién de las NSC (Figura 8 a) (Gonzalez-Cano et al. 2010, Meletis et al.
2006). En concreto, la isoforma TAp73 juega un papel determinante, no s6lo en dicho proceso de
autorrenovacion, sino también en la diferenciacion neuronal. Por un lado, se ha descrito que
TAp73 regula el mantenimiento de las NSC en el tiempo, al menos en parte, mediante la
regulacién de la expresién de la proteina bHLH Hey?2, que se expresa en precursores neuronales
(Sakamoto et al. 2003), regulando la prevencion de la diferenciacion prematura (Fujitani et al.
2010) que nuestro grupo de investigacién habia observado (Gonzalez-Cano et al. 2010). Por otro
lado, TAp73 esté implicado en la regulacidn del desarrollo neuronal mediante la regulacién de la
expresion de miR-34a (Agostini et al. 2011), molécula implicada en la expresion de proteinas que
participan en la diferenciacién neuronal (Agostini et al. 2011). En este aspecto, nuestro grupo de
investigacion ha demostrado que TAp73 regula la diferenciacion neuronal a través de TRIM32

(Figura 8 b y c) (Gonzalez-Cano et al. 2013).
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Figura 8. p73 regula la autorrenovacion y la diferenciacion de las NSC, al menos en parte mediante la regulacion
de TRIM32. Representacion de algunos de los relevantes aportes de nuestro grupo de investigacién en los Gltimos afios
al campo de la regulacion de la neurobiologia por parte de p73. (a) Imagenes y cuantificacion de la diferenciacion
prematura en ausencia de p73 /n vitro (Gonzalez-Cano et al. 2010). (b) Relacién de la expresién de TRIM32 en presencia
de TAp73 in vitro. (c) Niveles de mMRNA y proteicos de TRIM32 en presencia y ausencia de p73 (Gonzalez-Cano et al. 2013).

TAp73 activa directamente la expresion de esta proteina en NPC (progenitores neurales)
(Gonzalez-Cano et al. 2013), la cual, a través de Argonauta-1, va a regular la activacién de micro-
RNAs inductores de la diferenciacion como Let-7a (Schwamborn, Berezikov and Knoblich 2009).
TRIM32, a su vez, va a cerrar un lazo de regulacidén negativa con TAp73 al unirse a ella para
promover su ubiquitinacidn y degradacién (Gonzalez-Cano et al. 2013). Ademas, se ha descrito

que la isoforma DNp73, debido a su funcién como dominante negativo de p53 y TAp73, tiene
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funciones antiapoptoticas y de supervivencia neuronal (Pozniak et al. 2002, Pozniak et al. 2000).
Esta isoforma también esta implicada en la regulacién de la diferenciacion de NPC a través de
TRIM32, ya que reprime de manera muy eficaz la induccion de la expresion que TAp73 lleva a

cabo sobre el promotor de TRIM32.

Se han descrito dos variantes fenotipicas en los ratones p73KO en cuanto al desarrollo
cerebral: el fenotipo severo presenta una alta tasa de apoptosis celular en cortex y una muerte
muy prematura a pesar de intensos cuidados postnatales, y un fenotipo intermedio capaz de
alcanzar el estado adulto (Medina-Bolivar et al. 2014). A pesar de esta diferencia ambas variantes
muestran los tres signos tipicos de la deficiencia de p73: hipoplasia cortical, disgénesis

hipocampal y ventriculomegalia (Yang et al. 2000).

El estudio de los ratones carentes especificamente de una de las dos isoformas de p73
(TAp73KO o DNp73KO) reveld, en ambos casos, un fenotipo menos agresivo que el ratén p73KO
en cuanto fenotipo cerebral (Tabla1). Los ratones carentes de la isoforma TAp73 (Tomasini et al.
2008) presentan malformaciones en el hipocampo y disminucién de la neurogénesis, todo ello
subrayando la funcion fundamental de TAp73 en el desarrollo del hipocampo y en el
mantenimiento de la neurogénesis. Sin embargo, estos ratones no presentan hidrocefalia ni
diferencias en el grosor del cortex lo que parecia estar sugiriendo, por eliminacién, que falta de
la isoforma DNp73 y no de TAp73 es la causa de estos defectos. La generacion de los ratones
carentes de DNp73 (Tissir et al., 2009; Ravni et al., 2010; Wilhelm et al., 2010) mostrd que estos
ratones son viables, pero presentan altas tasas de apoptosis neuronal, y una reduccion de la
densidad neuronal en la corteza motora (Tissir et al. 2009, Ravni, Tissir and Goffinet 2010, Wilhelm
et al. 2010), confirmando la actividad neuroprotectora de DNp73 propuesta anteriormente
(Pozniak et al. 2002, Pozniak et al. 2000, Walsh et al. 2004). Los ratones DNp73-/- generados por
Tissir y cols sufren reduccion del plexo coroideo (Tissir et al. 2009), mientras que Wilhelm y cols
describen un ligero ensanchamiento de los ventriculos (Wilhelm et al. 2010). Sin embargo, los

ratones DNp73KO tampoco presentan hidrocefalia.

Tabla 1. Defectos neuronales en ratones carentes de p73. Tabla comparativa de los defectos neuronales hallados en
ratones carentes de p73, TAp73 y DNp73 (Killick et al. 2011).
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Table 1 Neuronal defects in p73 transgenic mice

p73™" TAp73™" DNp73™
(Yang et al. [15], Pozniak et al. [17]) (Tomasini et al. [22]) (Wilhelm et al. [19])
Anatomical defect
Cortex Hypoplasia None Age-dependence hypocellularity
and cortex thinning
Hippocampus Dysgenesis Absence lower blade of None
dentate gyrus
Ventricular Third ventricle enlarged and hydrocephalus None Enlarged ventricle
Others Loss of Cajal-Retzius neurons and Reelin defective

Abnormalities of the pheromone sensory pathway

Behavioural test (Talos et al. [16], Wetzel et al. [19]) (Personal communication) (Personal communication)

Young Aged Young Aged Young Aged
Burrowing NT NT Reduced Reduced NT Normal
Clasping Positive Reduced® Positive Positive NT Positive
Open field Reduced Reduced® Reduced Reduced NT Reduced
Barnes Maze Reduced Reduced” NT NT NT NT
Hind grip Loose Reduced” NT NT NT NT
Light-dark box Positive NT N1 NT NT NT

Young mice: 2-4 months old. Aged mice: 15-17 months old
NT not tested

*The behavioural experiments were performed in p73*~ mice

La funcién de DNp73 en los ventriculos no se apoya en la expresién de las isoformas /n
vivo, ya que DNp73 se expresa en plexo coroideo, pero no se ha detectado su expresion en células
ependimarias (Tissir et al. 2009), mientras que TAp73 es abundante en células ependimarias
maduras (Medina-Bolivar et al. 2014). Esto podria sugerir que las isoformas TAp73 y DNp73
podrian tener funciones superpuestas y por ello, algunos de los fenotipos requieren la ausencia
de ambas isoformas (Killick et al. 2011), como puede ser el caso de la hidrocefalia. Esto parece
estar apoyado por la mayor severidad de los fenotipos observados en el modelo p73KO donde la

suma de la perdida de ambas isoformas parece tener un efecto sinérgico.

También se ha estudiado el papel de p73 en neurodegeneracién. Se ha descrito que p73
estad implicado en procesos neurodegenerativos, en concreto en Alzheimer. En el proceso de esta
enfermedad, se producen depdsitos extracelulares de péptido B-amieloide en forma de placas.
Ademas de ello se producen acimulos intracelulares en forma de redes neurofibrilares (NFTs)
formados por la proteina tau fosforilada (Braak and Braak 1995, de Strooper 2010, Braak et al.
2006). Esta proteina normalmente esta asociada a microtibulos, pero al estar fosforilada no es

capaz de unirse a ellos y se forman dichos agregados.

Se ha descrito que p73 podria estar implicado en neurodegeneracién al estar implicado en
la acumulacion de péptido B-amieloide y la creacion de redes neurofibrilares de fosfo-tau (Wetzel
et al. 2008, Hooper et al. 2006). Sin embargo, otros estudios no han sido capaces de reproducir
estos resultados (Vardarajan et al. 2013), necesitando de nuevos estudios para desvelar la funcion

de p73 en neurodegeneracion.
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En resumen, p73 esta implicado en multitud de procesos en diferentes tipos celulares, en
concreto, p73 ejerce un papel esencial en la regulacion del desarrollo del sistema nervioso central.
Como se ha descrito, ha sido muy estudiado su papel en la regulacién del mantenimiento de la
autorrenovacién de NSC y en su diferenciacién, sin embargo, se conoce muy poco sobre la
implicacion que p73 tiene sobre el desarrollo de otros componentes del CNS. En este aspecto
esta tesis doctoral se ha centrado en analizar el efecto de la falta de p73 en el desarrollo y funcién

de las células ependimarias, las cuales se van a describir a continuacion.

2. NICHO NEUROGENICO EN LA REGION SUBVENTRICULAR (SVZ)

2.1 NEUROGENESIS EMBRIONARIA Y ZONAS GERMINATIVAS EN CEREBRO

El sistema nervioso central comienza su desarrollo alrededor del dia embrionario E7.5 con
la formacion de la placa neural a partir del neuroectodermo. Durante el proceso de neurulacién,
este epitelio pseudoestratificado se engrosara, doblara y fusionara para formar el tubo neural
(Sulik et al. 1994). El lumen de este tubo esta tapizado por una Unica capa de células denominadas
neuroepiteliales (NE), que constituyen las primeras células progenitoras del CNS siendo
consideradas células troncales con capacidad de auto-renovacion y multipotencia (Huttner and
Kosodo 2005). En los primeros estadios las NE aumentan su poblacion mediante divisiones
simétricas (divisiones de auto-renovacion). Posteriormente algunas de estas células comienzan a
dividirse asimétricamente (divisiones de diferenciacién) dando lugar por un lado a células de la
glia radial (RGCs), y por otro a progenitores basales mas diferenciados generadores de neuronas
(Gotz and Huttner 2005, Huttner and Kosodo 2005) (Figura 9). Hoy en dia, se acepta que las RGCs
y constituyen las células troncales neurales que generaran neuronas y células gliales, tanto

durante el desarrollo como en estadios postnatales (Kriegstein and Alvarez-Buylla 2009).
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Figura 9. Relacion de linajes celulares en la neurogénesis. Relacion entre células neuroepiteliales (NE), células de la glia
radial (RG) y progenitores basales (BP) en la generacién de neuronas (N) (Gotz and Huttner 2005).
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La neurogénesis cortical comienza entre los dias E9 y E10, y es en ese momento cuando el
neuroepitelio se transforma en un tejido pluriestratificado, denominado zona ventricular. En este
estadio se generan las células de la glia radial que se extenderan desde la cara apical ventricular
a través de la capa neuronal hasta la [amina basal (Kriegstein and Alvarez-Buylla 2009). Durante
el desarrollo cortical, las RGCs generaran neuronas que, mediante divisiones simétricas o a través

de progenitores, incrementaran el grosor de la corteza cerebral.

Durante los ultimos estadios del desarrollo embrionario la localizacién de la poblacién de
células gliales se va a restringir a determinadas regiones, denominadas nichos neurogénicos. Estos
centros germinales, son microambientes especializados encargados de regular la capacidad de
auto-renovacion y proliferacién de estas células y mantener asi la capacidad neurogénica en los
adultos. En concreto en el cerebro adulto de vertebrados se han descrito al menos dos regiones
neurogénicas (Alvarez-Buylla and Lim 2004, Ernst and Frisen 2015): la zona subventricular de la

pared lateral de los ventriculos (SVZ) y la zona subgranular del giro dentado del hipocampo (SGZ).

2.2 DESARROLLO Y ESTRUCTURA DE LA REGION SUBVENTRICULAR

La regidén SVZ esta situada en la pared lateral del ventriculo, por debajo del epéndima y
alberga uno de los nichos neurogénicos activos (Alvarez-Buylla and Garcia-Verdugo 2002,
Tropepe et al. 1997) mas estudiados hasta el momento. Este nicho neurogénico mantiene una
citoarquitectura altamente organizada que es absolutamente necesaria para el mantenimiento de

las caracteristicas de auto-renovacion y multipotencia de las células troncales neurales.

El desarrollo de la region subventricular en roedores tiene lugar durante las primeras
semanas postnatales. En el momento del nacimiento, la regién periventricular es similar al
neuroepitelio embrionario. En ella se distinguen dos zonas definidas: la zona ventricular, que esta
constituida por los somas de las RGCs, y la zona subventricular, que estd formada por las
prolongaciones basales de éstas, que alcanzan la superficie pial del cerebro, y por progenitores,
tanto neurales (nIPC) como oligodendrociticos (0iIPC) (Tramontin et al. 2003, Hartfuss et al. 2001,
Merkle et al. 2004). Durante la promera semana postnatal (P0-P7), una poblacién de RGCs
comenzaran a transformarse para dar lugar a células ependimarias inmaduras (Spassky et al.
2005), mientras que otra poblacién de RGCs dara lugar a células con caracter astrocitico, células
B1, que seran las futuras células troncales neurales del cerebro adulto (Merkle et al. 2004). En los
dias siguientes, el nimero de células que constituye esta regién disminuird, y a los quince dias

comenzara a estar estructurada de manera semejante a la region SVZ adulta (Figura 10).
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Figura 10. Transformacion de las células RG durante el desarrollo embrionario y postnatal. Esquema de los diferentes
tipos celulares que componen el nicho neurogénico ventricular dutante el desarrollo embrionario y postnatal: MZ: zona
marginal, NE: neuroepitelio, oIPC: progenitores oligodendrociticos, nIPC: neurogenic progenitor neuronales, SVZ: zona
subventricular, VZ: zona ventricular (Kriegstein and Alvarez-Buylla 2009).

Finalmente, a partir del dia postnatal 15 (P15) y en el raton adulto, las RGCs habran
desaparecido de la zona ventricular, estando el ventriculo tapizado por células ependimarias
multiciliadas que, junto a las células neurogénicas B1, generaran la citoarquitectura caracteristica
del nicho germinativo de esta region (Tramontin et al. 2003). Este microambiente, altamente
organizado es esencial desde el punto de vista funcional, tanto para el mantenimiento de la auto-

renovacién y multipotencia de las NSCs como para mantener la homeostasis del nicho germinal

(Chmielnicki et al. 2004, Lim et al. 2000, Andreu-Agullo et al. 2009, Ramirez-Castillejo et al. 2006).

La citoarquitectura de este nicho se caracteriza por la formacién de unas estructuras
caracteristicas, denominadas pinwheels o rueda de carro (Figura 13a), que son las unidades
regenerativas y que se van a extender a lo largo de toda la pared lateral (Lim et al. 2000, Mirzadeh
et al. 2008). En contacto con el ventriculo se encuentran las células ependimarias (E o ECs),
multiciliadas y de gran superficie apical. Estas células se colocan en torno a las células B1, las
cuales poseen una pequefa superficie apical y un cilio primario en contacto con el ventriculo,
tienen su soma localizado en la zona subventricular y presentan una larga prolongacion que se
extiende hacia el estriado. Las células B generaran una poblaciéon de progenitores intermedios
(células C) que daran lugar a neuroblastos (células A) (Figura 11 b). Los neuroblastos generados
migraran hasta alcanzar los bulbos olfatorios donde se diferencian a interneuronas globulares y
periglomerulares (Alvarez-Buylla and Garcia-Verdugo 2002, Doetsch, Garcia-Verdugo and

Alvarez-Buylla 1999, Lois and Alvarez-Buylla 1994).
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Figura 11. Arquitectura del nicho neurogénico de la region SVZ. (a) Estructura ventricular de la unidad regenerativa
tipica o pinwheel (Mirzadeh et al. 2008). (b) Esquema representativo de los componenetes del nicho neurogénico de la
region SVZ. Células ependimarias (E), progenitores intermedios (C), neuroblastos (A), vasos sanguineos (Bv), microglia (Mg)
y matriz extracelular (Thrie and Alvarez-Buylla 2011).

2.3 GENERACION, ESTRUCTURA Y FUNCION DE LAS CELULAS EPENDIMARIAS
2.3.1 Descripcion y funcion de las células ependimarias

Las células ependimarias (ECs) son células multiciliadas que tapizan los ventriculos y
proyectan sus cilios hacia el lumen ventricular en el cerebro adulto de mamiferos (Mirzadeh et al.
2008, Del Bigio 1995). La naturaleza de las células ependimarias fue controvertida en los primeros
momentos de su descubrimiento, ya que se sugirié que podian ser NSCs adultas responsables de
una lenta neurogénesis en la zona subventricular (Johansson et al. 1999). Sin embargo, esta idea
se abandono debido a que carecen de capacidad de auto-renovacion en cultivo (Doetsch et al.

1999, Chiasson et al. 1999, Laywell et al. 2000).

Las células ependimarias se identifican por la expresion de marcadores como CD24, s1008
(5700 calcium-binding protein ) o Vimentina (Mirzadeh et al. 2008, Pastrana, Cheng and Doetsch
2009, Raponi et al. 2007). Ademas, se caracterizan por la presencia de mdultiples cilios moviles
agrupados en la membrana apical, y polarizados respecto al plano del tejido (Polaridad Celular

Planar) siguiendo la direccién del flujo del liquido cefalorraquideo (CSF).

Las células ependimarias de la pared lateral del ventriculo son necesarias para el
mantenimiento del microambiente neurogénico, ya que son capaces de promover la
neurogénesis mediante la secrecién de Noggin (Chmielnicki et al. 2004, Lim et al. 2000) y de
mantener la auto-renovacion de las células B mediante la produccion de PEDF (Pigment
epithelium-derived factor) (Andreu-Agullo et al. 2009, Ramirez-Castillejo et al. 2006). Ademas, son

las encargadas de propulsar el liquido cefalorraquideo a lo largo de los ventriculos gracias al
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movimiento coordinados de sus cilios ayudando a la dispersion de mensajeros neurales y
morfégenos en general (Worthington and Cathcart 1963, Ibanez-Tallon et al. 2004b). Este
movimiento ciliar establece gradiente quimio-repelentes, dirigiendo asi la migraciéon de los
neuroblastos al bulbo olfatorios a través del RMS (Sawamoto et al. 2006). Ademas de todo ello,
las células ependimarias ejercen funciones de barrera entre el CSF y el cerebro (Jimenez et al.
2014). En la zona apical, las células ependimarias presentan uniones gap, o uniones de hendidura,
que permiten el paso intertracelular de moléculas, como proteinas y marcadores (Johanson, Stopa
and McMillan 2011). Sin embargo, a pesar de esta permeabilidad, las células ependimarias
representan una importante barrera que regula la difusién de moléculas entre el CSF y el cerebro

(Del Bigio 1995).

Las funciones de las ECs se pueden ver alteradas por anomalias durante su desarrollo que
afecten a la maduracion, a las uniones que establecen entre ellas o a la formacion y organizacion
de sus cilios. De este modo puede verse afectado el mantenimiento del centro germinal, y por
tanto la neurogénesis cerebral y la corticogénesis (Rodriguez et al. 2012). Ademas de ello, puede
verse afectado el flujo de liquido cefalorraquideo dando lugar a hidrocefalia, que consiste en una
acumulacién del liquido en los ventriculos cerebrales, generando un aumento en la cavidad
ventricular. Esta patologia es habitual en los casos en que el epéndima que limita los ventriculos
se encuentra alterado. Por ejemplo, en los casos en que el desarrollo de los cilios moviles se ve
alterado, ya sea a nivel estructural (Banizs et al. 2005, Ibanez-Tallon et al. 2004a, Davy and
Robinson 2003) o a nivel de organizacion (Tissir et al. 2010). Otras patologias, como la lisencefalia
y la paquirigia (Sarnat et al. 1993), son menos habituales, pero son también debidas al incorrecto
desarrollo de las ECs. Por todo ello, es fundamental el estudio de las rutas que regulan la

formacién y la maduracion de estas células.
2.3.2 Generacion de las células ependimarias
2.3.2.1 Transformacién de células de glia radial en células ependimarias

Las células ependimarias son células postmitéticas que se generan a partir de las RGCs
durante el desarrollo perinatal (Spassky et al. 2005). Aunque el proceso comienza entre los dias
embrionarios E14 y E16, la maduracion de las mismas y la formacién de los cilios tiene lugar en la
primera semana postnatal (P1-P7). El inicio del proceso de transformacion de las RGCs en ECs
(E16-P1) se caracteriza por un aumento en la superficie apical y la migracion del cilio primario
hacia la cara rostral de la célula (Figura 12 a) (Spassky et al. 2005, Guirao et al. 2010). Es a partir
de este momento (P1-P5) cuando comienza la diferenciacion de estas células a ECs,

continuandose la expansion de la supeficie apical y comenzando la produccién de multiples
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cuerpos basales, que se van a anclar a la superficie apical y de a partir de los cuales se van a
desarrollar los cilios (Figura 12 b). Estos cuerpos basales van a adquirir una localizacion (Figura 12

b) y una organizacién determinada (Figura 12 c) en la superficie apical.

a b c

Caudal m— Rostral

Figura 12. Esquema de la transicion de las RGC a las ECs. (a) Las RGCs, que entre los dias E16 y P1 van a sufrir un
pequefio aumento de la superficie apical, presentan un cilio primario que migra hacia la zona rostral de la superficie. (b)
Posteriormente, entre los dias P1 y P5, estas RGCs comienzan su transformacion a ECs, que se caracteriza por un gran
aumento en la superficie apical y la formacién de un grupo de cuerpos basales, de los que emergen cilios moviles,
localizado en la zona anterior de la superfice apical. (c) Entre los dias P5 y P20 estos cilios van a aquirir la organizacion
necesaria que determinara su movimiento coordinado (Bayly and Axelrod 2011).

En esta etapa (P1-P5) se pueden identificar tres estadios intermedios diferentes del

desarrollo (Figura 13):

e Se pueden observar células con mdltiples deuterosomas en el citoplasma celular (Guirao
et al. 2010, Spassky et al. 2005), en proceso de formacion de cuerpos basales (Gonzalez-
Cano et al. 2016). Los deuterosomas son estructuras electrodensas que sirven como
lugares de nucleacién de cuerpos basales de células multiciliadas en desarrollo y estan
constituidos por diversas proteinas encrgadas del proceso como Cep152, Plk4, SAS6 y

CCDC78, entre otras (Klos Dehring et al. 2013) (Figura 13 a).

e Se observan también células con algunos deuterosomas y cuerpos basales recién
formados en su trayectoria hacia la superficie apical, o incluso ya acoplados a la superficie

apical (Guirao et al. 2010, Gonzalez-Cano et al. 2016) (Figura 13 b).

e Por ultimo, se observan células con cuerpos basales maduros, donde ya no se observa la

presencia de deuterosomas (Gonzalez-Cano et al. 2016, Guirao et al. 2010) (Figura 13 c).

En torno al dia postnatal P4, las ECs aun inmaduras y con cilios muy cortos, ya estan muy
distribuidas por las paredes laterales del ventriculo. A partir de la segunda semana postnatal los
grupos de cilios se compactan formando clusters, desplazdndose hacia la region rostral donde

estaba localizado inicialmente el cilio primario en la RGC, y cada uno de los cilios que lo compone
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se orientan en la misma direccién (Figura 12 b y c). Esta orientacién se extiende a nivel tisular

siguiendo la direccion del flujo del CSF.
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Figura 13. Proceso de formacion, acoplamiento y orientacion de los cuerpos basales. Los cuerpos basales se forman
en el interior celular (a) para posteriormente migrar hacia la membrana apical (b) y acoplarse a ella con una orientacién
determinada (c) (Guirao et al. 2010).

2.3.2.2 Multiciliogénesis en células ependimarias

A) Formacion y anclaje de los cuerpos basales a la membrana apical

Como se ha explicado, las células ependimarias derivan de precursores monociliados con
un Unico centrosoma, las RGCs. Por ello es necesario que se produzca una amplificacién que
genere multiples centriolos que puedan nuclear los futuros cilios de la célula ependimaria madura

multiciliada (Spassky and Meunier 2017).

El proceso de produccion de cuerpos basales, transporte y anclaje de los mismos a la
membrana apical de la célula es un proceso altamente regulado que consta de multitud de pasos
(Sorokin 1962, Sorokin 1968). Tipicamente ha descrito que los cuerpos basales se desarrollan a
partir del centrosoma de la célula, en concreto del centriolo “madre”, que es el mas antiguo de
los dos centriolos del centrosoma. Este centriolo “madre” presenta apéndices distales y
subdistales. Los primeros van a ser importantes durante el reclutamiento de los cuerpos basales
a la membrana (Tanos et al. 2013) mientras que los segundos intervienen en el anclaje con los

microtubulos (Piel et al. 2000) (Figura 14).
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Figura 14. Comparacion estructural entre centriolo y cuerpo basal. Vista longitudinal esquematica de un centriolo
maduro con los apéndices y un cuerpo basal con las estructuras accesorias (Dawe, Farr and Gull 2007).
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Sin embargo, en células multiciliadas, se han descrito dos vias de produccién de cuerpos
basales, la via centriolar y la via acentriolar o del deuterosoma (Al Jord et al. 2014, Dawe et al.
2007). En la via centriolar los procentriolos se producen a partir de los centriolos existentes. En la
via acentriolar los procentriolos se forman a partir de los deuterosomas anteriormente descritos
(Spassky et al. 2005). Ambas vias pueden darse simultaneamente en la célula (Beisson and Wright

2003, Al Jord et al. 2014, Spassky and Meunier 2017) (Figura 15).

En el caso del cerebro, en una primera fase, los deuterosomas se nuclean por la unién de
la proteina DEUP1 (Deuterosome protein 7) al centriolo hijo en respuesta a una sefal desconocida.
En esta fase de amplificacién de centriolos, y durante la formacion de los deuterosomas, los
procentriolos se mantinen latentes en un estadio temprano de su biogénesis (Figura 15, paso 1).
Una vez terminada la formacién del deuterosoma, en respuesta a una sefial desconocida, los
centriolos crecen y maduran simultdnemente (Figura 15, paso 2). Finalmente, los centriolos
maduros migran a la superficie, donde se convierten en cuerpos basales, para la nucleacién de
los cilios (Figura 15, paso 3).
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Figura 15. Modelo de formacion de cuerpos basales en células multiciliadas. (A) Proceso de formacion de cuerpos
basales: Amplificacion de procentriolos (paso 1). Crecimiento de procentriolos (paso 2). Proceso de separacién de los
cuerpos basales del centrosoma y acoplamiento a la membrana (paso 3) (Spassky and Meunier 2017).
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Los cuerpos basales, una vez formados en el citoplasma, van a formar un complejo
uniéndose con una vesicula citoplasmaticas proveniente del Golgi (vesiculas del apéndice distal,
DAV). Posteriormente, migran hacia la superfice apical a través de la red de filamentos de actina,
para anclarse a la superficie mediante la fusidn entre la membrana y la vesicula gracias al complejo
proteico de acoplamiento a membrana de la vesicula (Vladar and Axelrod 2008) (Figura 16 a). Por
ello, en este proceso, el citoesqueleto de actina juega un papel muy importante al estar implicado
tanto en el trafico vesicular (Sorokin 1968), como en el acoplamiento posterior a la membrana
apical (Dawe et al. 2007, Boisvieux-Ulrich, Laine and Sandoz 1990). Se ha descrito que la proteina
citoplasmatica de sefializacién Dishevelled (Dvl) es necesaria en el transporte (Park et al. 2008) y
el anclaje (Park, Haigo and Wallingford 2006) de los cuerpos basales a la membrana apical.
También la activacién de la proteina-G Rho esta implicado en el transporte y acoplamiento de los
cuerpos basales, ya que es necesario para el ensamblaje de la red de actina de la zona apical (Pan
et al. 2007). La proteina Rac, GTPasa perteneciente a la familia Rho, también parece estar implicada
en este proceso (Epting et al. 2015). De este modo, Dvl y Rho/Rac podrian estar interactuando
para llevar a cabo el proceso de acoplamiento (Park et al. 2008). (Figura 16 b).

(a) The ciliogenesis pathway in multiciliated epithelial cells
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Figura 16. Dishevelled (Dvl) controla el docking de los cuerpos basales en la membrana apical. (a) En el interior
celular se da lugar la formacién de multiples cuerpos basales, que se asocian con vesiculas para llevar a cabo la migracién
apical a través del citoesqueleto de actina. Posteriormente, el cuerpo basal se ancla a la superficie gracias a la fusion de la
vesicula y la membrana. Los pies basales se asocian a los cuerpos basales antes del anclaje con la membrana. El axonema
ciliar, que esta encapsulado por la membrana, comienza su elongacién desde el cuerpo basal tras el acoplamiento de éste
con la membrana. La organizaciéon de los cuerpos basales en una misma direccion de movimiento ocurre gracias a la
interaccion de los pies basales con el citoesqueleto de microtibulos. (b) La molécula Inturned une la Rho GTPasa al cuerpo
basal, y es cuando Dvl activa Rho, que se cree que dirige el ensamblaje de los filamenteos de actina. (c) Dvl y Rho activada
son necesarias para la orientacion de los cuerpos basales (Vladar and Axelrod 2008).
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La asociacion del citoesqueleto de actina con los cuerpos basales en la zona apical de la
célula es esencial, ya que la alteracion del mismo impide la correcta localizacién de los cuerpos
basales y la ciliogénesis (Boisvieux-Ulrich et al. 1990, Werner et al. 2011). Ademas, el citoesqueleto
de actina es muy importante en las adhesiones focales que se encuentran en la superficie apical

entre las células epiteliales multiciliadas (Park et al. 2006, Pan et al. 2007, Werner et al. 2011).

Una vez los cuerpos basales estan anclados a la membrana, el axonema ciliar crece a partir
de ellos. Posteriormente, los cuerpos basales se alinean en la direccion del movimiento ciliar,
polarizados en el plano del tejido. Se ha propuesto que dicha polarizacién se lleva a cabo mediante

la interaccion de los cuerpos basales con una red polarizada de microtubulos (Figura 16 c).

B) Formacion de miuiltiples cilios méviles

Como hemos indicado, la nucleacién del axonema se da tras el proceso de anclaje de los
cuerpos basales a la membrana apical y paralelamente con la adquisicién de la polaridad planar.
Durante este proceso van a ir desapareciendo las estructuras 9+0, caracteristica inequivoca de
cilio primario de las RGCs, y todas las que se observan son las extructuras 9+2 caracteristicas de

los cilios moviles (Spassky et al. 2005) (Figura 17).
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Figura 17. Estructura longitudinal y transversal de un cilio mavil. Vista esquematica longitudinal de cilio movil (a) y
vistas transversales esquematicas (b-e) y de microscopia de transmision (f-i) a nivel de cuerpo basal, zona de transicién y
axonema ciliar. ODA: Outer Dynein Arms, brazos de dineina externos; RS: Radial Spikes, radios laterales; IDA: Inner Dynein
Arms, brazos de dineina internos; TF: Transition Fibers, fibras de transicion (Pedersen et al. 2012).

En los estadios tempranos de la ciliogénesis el axonema incipiente del cilio sobresale con
una extension de membrana que le recubre. El cilio comenzard a crecer a partir del extremo
positivo de los microtibulos, mientras las vesiculas del Golgi suplirdn la necesidad del incremento

de membrana durante el crecimiento del axonema, fusionandose con la membrana plasmatica

(Keeling, Tsiokas and Maskey 2016). Esta protuberancia que se va elongando desde su extremo,
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da lugar a una zona de transicion estructural entre los nueve tripletes de microtubulos del cuerpo

basal y los nueve dobletes que forman el axonema ciliar (Figura 17) (Gilula and Satir 1972).

El crecimiento ciliar depende del sistema de transporte intraflagelar (IFT), sistema
especializado en el transporte de proteinas hacia dentro y hacia afuera del cilio. Este sistema
consta de dos complejos multiproteicos, IFT-A y IFT-B, que se encargan respectivamente del
transporte retrégrado y de reciclaje de componenetes ciliares, y del transporte anterégrado para
el transporte de precursores ciliares (Pedersen and Rosenbaum 2008, Piperno et al. 1998). El
complejo anteroégrado es dirigido hacia el extremo del cilio por kinesinas. Una vez que el complejo
anterégrado llega al extremo porsitivo del cilio, se inactiva y se descarga, mientras que el complejo
retrogrado se activa y transporta a este complejo de nuevo a la zona del cuerpo basal mediante
la interaccién con dineinas, junto con moléculas que haya que exportar del cilio (Keeling et al.

2016).

Este mecanismo de ciliogénesis da lugar al bolsillo ciliar o cifiary pocket. una hendidura de
la mebrana plasmatica en la que yace parte del cilio maduro y que funciona como una plataforma
de interaccion funcional con el citoesqueleto de actina y con la maquinaria que regula el trafico

vesicular (Molla-Herman et al. 2010).

La longitud del cilio varia de un tipo celular a otro y la regulacién de este proceso parece
ser compleja, multifactorial y dependiente del contexto celular. Cuando el crecimiento del cilio
se ha completado, el cilio permanece dinamicamente activo ya que nuevas moléculas de tubulina
son incorporadas de manera continua al extremo del cilio, sin elongarse mas gracias a un proceso

de recambio continuo (Ishikawa and Marshall 2011, Garcia-Gonzalo and Reiter 2012).

C) Establecimiento de la polaridad en células ependimarias

Las células ependimarias presentan dos tipos de polaridad: la polaridad traslacional (PCPt)
y la polaridad rotacional (PCPr) (Figura 18). La primera de ellas se corresponde con la localizacion
de los cilios en la superficie apical de la célula y la segunda define la direccién de movimiento de
los mismos (Hirota et al. 2010, Mirzadeh et al. 2010). El establecimiento de la polaridad comienza
de manera paralela al anclaje de los cuerpos basales a la membrana apical y continla durante la
formacion de los cilios. Ademas de establecerse a nivel celular, es necesario que la polaridad se
establezca al nivel tisular, lo cual permitira que el movimiento de los cilios sea coordinado (Werner
et al. 2011).

La polaridad planar de las células ependimarias es esencial para el movimiento del liquido

cefalorraquideo que circula por los ventriculos y las malformaciones de la funcidn ciliar estdn muy
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relacionadas con severas anomalias, como la hidrocefalia. Por ello es muy importante conocer las
vias que regulan tanto la maduracion de las células ependimarias en general como la formacion

y orientacion de los cilios en particular.

d@@ ,
/ @A@ /) .’

Figura 18. Detalle representativo de tPCP y rPCP en células ependimarias. (A) Localizacion anterior del grupo de
cuerpos basales en la membrana apical de las células ependimarias. (B) Alineamiento de la orientacién de los cuerpos
basales de células ependimarias (Mirzadeh et al. 2010).

2.4 MECANISMOS REGULADORES DE LA DETERMINACION DE LAS RGCs

Multitud de mecanismos regulan la maduracion de las células ependimarias (Kyrousi et al.
2016). Como se ha descrito, las células ependimarias se forman a partir de las RGCs (Merkle et al.
2004). Este proceso comienza en torno a los dias E14-E16 cuando estas células se comprometen
a generar ECs (Spassky et al. 2005) y sufren su ulitma divisidn celular. Sin embargo, van a mantener
caracteristicas de glia radial hasta los primeros dias del periodo postnatal, cuando empieza el

programa de diferenciacion a ECs, que finalizara en torno al dia P20.

En la diferenciacion a ECs, la multiplicacion de los cuerpos basales y la multiciliogénesis
esta regulado por el factor de transcipcién Foxj1 (Jacquet et al. 2009). En los Ultimos estadios del
estado embrionario, Foxj1 se expresa en RGCs BLBP+ (proteina cerebral de unién a lipidos, Brain
lipid-binding protein), pero progresivamente Foxj1 va a comenzar a expresarse en células con
marcaje de ECs como S100B, mientras que deja de expresarse en NSCs (Jacquet et al. 2009),
sugiriendo que FoxJ1 se expresa en la subpoblacidén de RGCs que se encuentran comprometidas

con el linaje ependimario antes de su diferenciacién.

Las ECs y las NSCs en la pared lateral establecen uniones adherentes y estrechas, que se

derivan de la especializacion de las uniones que existian entre las RGCs que las han generado, y
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que son basicas para mantener la citoarquitectura del nicho neurogénico (Paez-Gonzalez et al.
2011). La especializacion de estas uniones estd regulada por Ank3 (Ankyrin-3), proteina
perteneciente a la familia de las Ankirinas, que actla de adaptador en la organizacion de dominios
de membrana en diferentes tipos celulares (Bennett and Healy 2008). La expresidén de Ank3 se
restringe a la poblacion de RGCs que se van a diferenciar a ECs, mediante su regulacion directa
por Foxj1 (Paez-Gonzalez et al. 2011) (Figura 19).
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Figura 19. Mecanismos reguladores de la determinacion de las RGCs a ECs. El compromiso de la RGCs a diferenciarse
a ECs ocurre a través de la expresion de GemC1/Lynkeas y Mcldas, lo cual desencadena una cascada molecular en la que
estan implicados p73, c-Myb, Foxj1, Ank3 y Six3 que activan la diferenciacién ependimaria (Kyrousi et al. 2016).
También se ha descrito a Six3 (Homeobox protein Six3) como regulador de la transicion de
RGCs a ECs, posteriormente de la regulacion de Foxj1 (Figura 19). En ausencia de Six3, se generan
ECs erréneas ya que, a pesar de expresar S100B y presentar multiples BBs, mantienen la expresion
de marcadores de glia radial como BLBP y GLAST (transportador de glutamato y aspartato)

(Lavado and Oliver 2011).

El papel de las moléculas Mcldas y GemC1/Lynkeas en el compromiso de las RGCs a ECs ha
sido recientemente estudiado. Estas proteinas estan implicadas en la regulacion del ciclo celular
(Balestrini et al. 2010, Caillat et al. 2015, Pefani et al. 2011) y se ha descubierto que participan en
el proceso de compromiso de las RGCs, pero no en la diferenciacién a ECs (Kyrousi et al. 2016,
Kyrousi et al. 2015). Ademas proteinas estan negativamente reguladas por la via Notch. De este

modo las RGCs mantienen el estado indiferenciado mientras la sefial de Notch esta activa, pero
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cuando ésta se inhibe, la sefalizacion es inhibida y Mcldas y GemC1/Lynkeas promueven el

proceso de compromiso de las RGCs para diferenciarse a ECs (Kyrousi et al. 2015) (Figura 19).

La correcta ejecucion de todos estos mecanismos de regulaciéon es esencial para el

desarrollo de las caracteristicas morfofuncionales de estas células.

2.5 PAPEL DE P73 EN EL DESARROLLO DE LA REGION SVZ

Como se ha descrito anteriormente, p73 ejerce un papel importante en el desarrollo del
CNS. Nuestro grupo ha demostrado que la funcién de p73, no es solo necesario para el
mantenimiento /n vitro de las NSCs, si no también para su mantenimiento en el nicho germinal
(Gonzalez-Cano et al. 2016, Gonzalez-Cano et al. 2010). La ausencia de p73 tiene profundas
consecuencias en la generacion de la region SVZ durante su desarrollo perinatal. La falta de p73
altera la transformacién de las RGCs en ECs y NSCs. En ausencia de p73 se generan células
inmaduras que presentan un patron de expresion de marcadores erroneo. Las ECs carentes de
p73 son incapaces de establecer las interacciones célula-célula necesarias para formar un
epéndimo funcional. Por ello, este epéndimo presenta una apariencia pseudo-estratificada y una
disposicion celular discontinua, perdiéndose asi la integridad de la barrera ependimaria (Figura

20) (Gonzalez-Cano et al. 2016).
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Figura 20. La falta de p73 da lugar a la pérdida de la integridad de la pared del ventriculo. La pared lateral en los
ratones WT es un epitelio monoestratificado de células ependimarias S100B+/IB4+ (flechas blancas) con algunas células
B GFAP+/S100B+ (cabezas de flechas blancas). La falta de p73 da lugar a un epitelio pseudoestratificado y una pared
discontinua (cabezas de flecha amarillas) con células S100B+/GFAP+ (flechas rosas) con una prolongacion similar a la que
presentan las RGCs (Gonzalez-Cano et al. 2016).

P15-WT

P15-p73KO

Ademas, p73 es esencial para la formacion de los pinwheels en la pared lateral del
ventriculo. En ausencia de p73 la citoarquitectura de la pared lateral se encuentra alterada, apenas
se forman penwheels (Figura 21) y las células ependimarias presentan en su membrana multiples

ondulaciones (Figura 21), lo que siguiere que las uniones celulares podrian estar afectadas.
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Por otro lado, las células monociliadas en la regién SVZ que se detectaron en estos ratones,
presentan marcadores y morfologia aberrante, indicando que no son bona fide NSCs. En conjunto,
la falta de p73 parece ser necesaria para la correcta determinacién del RGCs ce// fate y para su
diferenciacion. Por ende, p73 es esencial en el establecimiento de la citoarquitectura celular de la
regién SVZ. Sin embargo, desconocemos tanto la isoforma (o isoformas) de p73 que regula la

maduracion de las células ependimarias, como los mecanismos moleculares subyacentes.

a
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Figura 21. La falta de p73 impide el correcto establecimiento de la citoarquitectura de la pared lateral y la
organizacion de las ECs en pinwheels. (a) Los ratones WT presentan pre-pinwheels (linea blanca) y pinwheels (linea
amarilla), mientras que los ratones p73KO apenas se forman estas estructuras (b) y se pueden observar multitud de
ondulaciones en als membranas. Las cabezas de flecha blancas muestran las ECs con expresion de GFAP, las cabezas de
flecha amarillas las ondulaciones en las membranas y las flechas rosas el centro de los pinwheels (Gonzalez-Cano et al.
2016)

P15-WT

P15-p73KO

3. POLARIDAD CELULAR PLANAR

La polarizacién celular se refiere a la distribucidén organizada de componente celulares en
dos polos opuestos de la célula. Generalmente, pero no siempre, la polaridad celular se establece
en epitelios. En las células que constituyen estos tejidos se definen dos tipos de polaridad: apico-
basal, referida a la distribucién asimétrica de componentes celulares entre dos superficies de una
capa de tejido; y polaridad planar, referida a la organizacién en el plano del epitelio y

perpendicular a la polaridad apico-basal (Butler and Wallingford 2017).

La Polaridad Celular Planar (PCP) describe la polarizacién coordinada de células, o de sus
componentes, en el plano del tejido (Goodrich and Strutt 2011). Fueron muchos los autores de
mediados del siglo pasado los que hicieron mencién a este tipo de polaridad en tejidos de
diferentes insectos como Wigglesworth en Rhodnius (1940) (WIGGLESWORTH 1940), Lawrence,
en Oncopeltus (1966) (LAWRENCE 1966) o Gubb y Garcia-Bellido en Drosophila (1982) (Gubb and
Garcia-Bellido 1982). Finalmente se acufié el término “polaridad planar” en Dysdercus
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intermedius, los chincles del algodén (Nubler-Jung and Grau 1987), para describir la organizacion
espacial de estructuras en las cuticulas de insectos. Sin embargo, ha sido en Drosophila
melanogaster, debido a la homogeneidad y simplicidad de sus alas, donde los mecanismos de
polaridad planar se han descrito mas extensamente (Maung and Jenny 2011, Strutt 2009, Strutt
and Strutt 2009, Strutt and Strutt 2005), convirtiendose en el modelo por excelencia de analisis

genéticos en el estudio de la PCP.

Posteriormente, los estudios sobre PCP se hicieron extensivos a tejidos de vertebrados,
incluidos mamiferos, evidenciando claramente la conservacion evolutiva de este sistema en el
reino animal (Goodrich and Strutt 2011, Wang and Nathans 2007). Este hecho da una idea de la
importancia de la funcién fisioldgica de estos procesos en el desarrollo y homeostasis de los

animales multicelulares.

La polaridad planar en vertebrados ha sido estudiada tanto durante el desarrollo
embrionario como en estadio adulto. La Polaridad Celular Planar es fundamental durante el
desarrollo del sistema nervioso central (Tissir and Goffinet 2013), en el desarrollo de las
extremidades (Gao and Yang 2013) y en el correcto funcionamiento de diversos 6rganos del
sistema respiratorio, el sistema reproductor y el sistema nervioso central (Spassky and Meunier

2017).

3.1 MECANISMOS DE REGULACION DE LA POLARIDAD CELULAR PLANAR

Estudios multidisciplinares han llevado a proponer un modelo de regulacién de la PCP de

tres pasos, cada uno regulado por un médulo de sefializacién (Tree, Ma and Axelrod 2002):

e Modulo global o de sefializacién direccional: establece la direccién de la polarizacion

respecto al eje del tejido.

e Moddulo de propagacion de la asimetria, modulo Fat/Dachous/Fourlointed (Ft/Ds/Fj) y
modulo de la Polaridad Celular Planar (PCP) o core-PCP. interpreta las sefiales globales
para generar la localizacion asimétrica de complejos moleculares de sefializacion que

propagaran la asimetria en el eje del plano.

e Modulo efector: que traducird las asimetrias moleculares en cambios morfoldgicos

manifiestos, estableciendo la polarizacién intracelular.

Esta vision lineal de sefializacién (Matis and Axelrod 2013) no siempre ha sido demostrada,

dandose escenarios en los que el modulo Ft/Ds/Fj y el modulo core-PCP actlen
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independientemente en paralelo (Casal, Lawrence and Struhl 2006) o siendo el segundo dirigido

por el primero (Matakatsu and Blair 2004).

3.1.1 Médulo global: Regulacién mediante morfégenos

La coordinacién local de la PCP requiere un sistema de informacion previa que determine
la correcta orientacion respecto al eje del tejido. Se ha determinado que esta informacion viene
dada por gradientes de difusion de morfégenos, los cuales proporcionaran la sefializacion
direccional necesaria para inducir la localizacién asimétrica de los componentes del siguiente

modulo.

Los morfégenos pertenecen a una serie de familias protéicas: Wnt, Hedgehog (Hh), TGFB,
EGF y FGF. Estas moléculas son producidas y secretadas localmente estableciendo gradientes de
difusion, siendo asi capaces de cambiar el comportamiento de las células vecinas a una cierta
distancia (Briscoe and Small 2015). La sefal activada por estos morfégenos viene determinada
por la concentracion del mismo (Rogers and Schier 2011, Dessaud et al. 2007, van Boxtel et al.
2015), por la distancia entre la fuente de dicha sefial y las células diana (Meinhardt 1978, Crick
1970) y por la velocidad de difusion del morfégeno, y todo ello determinara la dindmica, el tipo y

la duracion de la sefial activada (Rogers and Schier 2011, Sagner and Briscoe 2017).

La familia de proteinas Wnt, moléculas de sefalizacion ampliamente implicadas en
desarrollo (Grigoryan et al. 2008, Xiao et al. 2017), participa en multitud de procesos que regulan
la polaridad, motilidad, proliferacién y diferenciacion celular durante el desarrollo (van
Amerongen and Nusse 2009, Gao et al. 2011, Kilian et al. 2003, Marlow et al. 2002, Qian et al.
2007).

Las proteinas Wnt actian como ligandos de diferentes receptores celulares entre los que
se encuentran la familia de receptores Frizzled, las proteinas LRP 5 y 6 (receptores de lipoproteinas
de baja densidad), Ror2 (receptor de transmembrana tirosin-quinasa) y Ryk (receptor tirosin-
quinasa). Una vez que Wnt se une a su receptor, la sefial es transducida al interior celular. Esto es
posible gracias a la proteina Dishevelled (Dvl), que interacciona con Frizzled (Fz) directamente
(Wallingford and Habas 2005). A nivel de Dvl, la sefial Wnt puede activar tres rutas de sefializacion
diferentes, que se clasifican en via wnt candnica, dependiente de B-catenina (Figura 22, a), y via
wnt no canodnica, independiente de B-catenina, la cual se subdivide en via de la Polaridad Celular
Planar (Figura 22, b) y la via Wnt/Ca+ (Figura 22, ¢) (Komiya and Habas 2008). De ellas, vamos a
analizar en detalle la implicada en la regulacién de la Polaridad Celular Planar (a partir de ahora

Whnt/PCP) (Figura 22, b) en el 3.1.3 (Mdédulo de efectores). En humano y ratéon han sido
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identificados 19 miembros de la familia de proteinas Wnt, las cuales también pueden ser
clasificados en ligandos Wnt de la via candnica (Wnt1 o Wnt3a) y de la via no candnica (Wnt5a,

Wnt11 o Wnt4).
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Figura 22. Vias de sefalizacion Wnt. La sefializacion Wnt puede dar lugar a la activacion de tres vias en el interior cellular:
(a) La via candnica de Wnt, también llamada via de Wnt/B-catenina. La interacciéon de Wnt-Fz require la unién al co-
receptor LRP5/6 para el posterior reclutamiento de Dvl. Tras una serie de fosforilaciones, B-catenina se disocia de su
complejo de destruccion y se transloca al nucleo donde interacciona con factores de transcripcién para inducir la
expression de genes diana. (b) La via no candnica Wnt-PCP. Wnt-Fz recluta Dvl y activa GTPasas como Rho y Rac, que a
su vez activaran JNK (Jun-N-terminal kinase) que puede traslocarse al nicleo para activar la expression de genes diana o
modificar la estabilidad del citoesqueleto. (c) La via no candnica Wnt/Ca+. La sefializacion de Dvl tras la unién a Wnt-Fz,
estimula proteinas G triméricas y la fosfolipasa ¢ (PLC), que aumenta la produccion de IP3 (inositol-3-phosphate)
desencadenando el aumento de Ca+ intracelular, activando proteinas dependientes del mismo, como PKC (protein kinase
() o CaMKII (calcium-calmodulin protein kinase Il) (Lambert, Cisternas and Inestrosa 2016).

3.1.2 Médulo de propagacion de la asimetria
3.1.2.1 Médulo Fat/Dachous/ Four-jointed (Ft/Ds/Fj)

Este sistema engloba las protocaderinas Ft, Ds y la kinasa de trans-membrana localizada en
el aparato de Golgi, Fj (Matis and Axelrod 2013, Thomas and Strutt 2012). La implicacién de la via
Ft/Ds/Fj en la polaridad planar se comenzé a estudiar tras la observacion de la formacién de un
patron en forma de remolino en las alas de Drosophila tras la mutacidén de alguno de los genes
implicados, indicando una pérdida de la orientacion global, pero no de la local. En los sistemas
hasta ahora estudiados en Drosophila (Clark et al. 1995, Brodsky and Steller 1996, Ma et al. 2003),

tanto Fat comoDs estan expresadas en localizaciones apuestas en las células. De este modo van
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a formar interacciones heterofilicas intercelulares, propagando la polaridad a lo largo del tejido

(Matakatsu and Blair 2004, Ambegaonkar et al. 2012, Brittle, Thomas and Strutt 2012).

La subfamilia de caderinas atipicas Fat esta muy conservada desde moscas hasta mamiferos
(Dunne et al. 1995, Ponassi et al. 1999, Mitsui et al. 2002, Rock, Schrauth and Gessler 2005). La
proteina Fat presenta en su estructura 34 repeticiones caderina, 5 repeticiones EGF-like 'y dos
motivos laminina A-G (Tanoue and Takeichi 2005, Mahoney et al. 1991). Mientras que en
Drosophila existen dos isoformas de esta proteina, Fat y Fat-like (Mahoney et al. 1991, Castillejo-
Lopez, Arias and Baumgartner 2004), en vertebrados se han identificado cuatro: Fat1, Fat2, Fat3 y
Fat4 (Tanoue and Takeichi 2005). De entre todas ellas, se cree que Fat4 es el ortélogo de Fat en

Drosophila debido a su similitud de secuencia (Katoh 2012).

Dachsous también pertenece a la familia de las caderinas atipicas conteniendo 27
repeticiones caderina en su dominio extracelular (Clark et al. 1995). Finalmente, Four-Jointed, cuyo
ortélogo en vertebrados es FJX1, es una glicoproteina de transmembrana tipo II localizada en el
aparato de Golgy que regula la funcion de Fat y Dachous mediante fosforilaciones en sus regiones

caderina.

La via Ft/Ds/Fj juega un papel muy importante en el establecimiento de la Polaridad Planar
(Hale and Strutt 2015, Adler, Charlton and Liu 1998, Rawls, Guinto and Wolff 2002). En Drosophila,
Ds y Fj son expresados en gradientes opuestos, de manera que Fj establece un gradiente en
direccién distal-apical, mientras que Ds lo hace en direccion opuesta (Figura 23, a). Sin embargo,
Fat mantiene la misma expresion a lo largo del tejido (Ambegaonkar et al. 2012, Brittle et al. 2012,
Thomas and Strutt 2012, Goodrich and Strutt 2011).

a
Four-jointed

Proxmal eye | Dachsous Distal eye

Figura 23. Esquema de la localizacién de los componenetes de la via Ft/Ds/Fj. Figura representativa de la localizacién
asimétrica de Fat y Dachous y la dindmica de distribucién a lo largo del tejido de los componenetes de la via. (@) Ds y Fj
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son expresados en patrones complementarios. (b) Los dominios extracelulares de Ft y Ds se unen heterofilicamente a
ambos lados de la membrana, estando Ft localizado en la zona proximal y Ds en la distal. Fj fosforila a Ft y Ds con diferentes
resultados. Si fosforila Ft se mejora la unioén, si fosforila Ds la unién se inhibe. (c) Localizaciones asimétricas de Ft y Ds en
la célula (Hale and Strutt 2015).

Fty Ds, a través de sus dominios extracelulares, van a interaccionar heterofilicamente entre
células vecinas (Figura 23, b y c) (Hale and Strutt 2015). La interaccién entre estas proteinas esta
modulada mediante fosforilaciones en sus dominios extracelulares llevadas a cabo por la kinasa
Fj (Ishikawa et al. 2008, Matakatsu and Blair 2004, Brittle et al. 2010, Simon et al. 2010). Fj fosforila
residuos sememejantes en ambas proteinas, pero produce efectos opuestos. La fosforilacion en
Ft es capaz de estimular la unién de ésta con Ds, mientras que fosforilacidon en Ds la inhibe (Figura
24) (Brittle et al. 2010, Simon et al. 2010). Debido al gradiente de expresidén de estas proteinas,

una célula tendrd, en la membrana de su region distal Ft muy activo para interaccionar con el Ds

de su célula vecina, estableciéndose asi asimetrias subcelulares (Figura 23, c).

+++

Ft is phosphorylated
K

Ft and Ds are phosphorylated

Ft and Ds are not phosporylated

+
Ds is phosphorylated

Figura 24. Modelo de interaccion entre Ft y Ds. Esquema representativo de los cambios conformacionales que sufren
Ft y Ds debido a la fosforilacién de Fj. Estos cambios proporcionan una explicacién a las diferencias en la afinidad de la
unién entre ambas proteinas (Hale et al. 2015).

3.1.2.2 Médulo core-PCP

Este mddulo funciona estableciendo bucles de retroalimentacién positiva que van a
generan asimetrias intracelulares en respuesta a una sefal global de polarizacién. Esta constituido
por las denominadas proteinas core-PCP, que van a formar complejos proteicos a ambos lados
de la célula. En el complejo proximal se encuentran Celsr (receptor de caderina EGF LAG tipo G
de siete pasos transmembrana) / Vang (proteina Van Gogh) / Pk (Prickle); y en el complejo distal
Celsr / Fz (Frizzled) / Dsh (Dishevelled) / Dgo (Diego). La sefalizacién de estos complejos
moleculares activarg, asimétricamente, médulos efectores intracelulares que seran los encargados
de manifestar morfoldgicamente la polarizacion planar a lo largo del tejido (Chen et al. 2008,

Strutt and Strutt 2008, Wu and Mlodzik 2008).
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La via core-PCPesta muy conservada a lo largo del reino animal debido a su papel esencial
en el desarrollo y el funcionamiento de tejidos y érganos tanto en células epiteliales como no
epiteliales (Hale and Strutt 2015). El estudio del papel de las proteinas core en el establecimiento
de la polaridad comenzo6 en las alas de Drosophila. En un modelo en forma de mosaico, la
mutacion de alguna de las proteinas core en un grupo de células daban lugar a cambios en la
direccién de crecimiento de tricomas en las células vecinas (Figura 25) (Klein and Mlodzik 2005,
Gubb and Garcia-Bellido 1982, Vinson and Adler 1987, Wong and Adler 1993), indicando la
funcion no auténoma de estas proteinas y su relevancia en el establecimiento de polaridad
coordinada.
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Figura 25. Modelo de cambio de polaridad en ausencia de la via core-PCP. Esquema representativo del cambio que
ejerce la ausencia de la proteina core Fz sobre la polaridad de sus células vecinas. Células carentes de Fz (gris) slo son
capaces de formar complejos que contienen Vang (naranja), interaccionando con Fz (verde) en las células no mutadas
vecinas. Esta polaridad anémala en complejos de union se propaga por las células vecinas (Goodrich and Strutt 2011).

El modulo core-PCP esta implicado en multitud de procesos de desarrollo durante el
estadio embrionario (Roszko, Sawada and Solnica-Krezel 2009, Wallingford 2012), por ejemplo,
durante el proceso de extension convergente (Wallingford and Harland 2002), el desarrollo de
extremidades corporales (Gao and Yang 2013), la divisién asimétrica en el desarrollo cerebral
(Lake and Sokol 2009), la ramificacion de los bronquios y del rindn (Yates et al. 2010) y la
organizacion de estructuras epiteliales (Devenport and Fuchs 2008). Por tanto, fallos en la funcion
de las proteinas core puede dar lugar a patologias asociadas al desarrollo anémalo del tubo neural

y de las vias respiratorias, renales y auditivas entre otros

L£-Se ha descrito que en las MCC (células multiciliadas) que tapizan la tradquea se requiere la
sefalizacién del core-PCP para la produccién de mdultiples cilios. Durante el proceso de
multiciliogénesis, las MCCs sufren cambios en el citoesqueleto necesarios para orientar los cilios
en una direccion comun tanto intracelular como intercelularmente. Durante la produccién de
cilios en las MCCs, éstos son orientados hacia el lado proximal de la célula mediante el
citoesqueleto de microtubulos de un modo dependiente de las proteinas core. La mutacién de

alguna de las proteinas del core-PCP conlleva fallos tanto en la organizacién de los cilios, como
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en la elongacién de su axonema. Esto demuestran que, al menos en las MCCs traqueales, el
proceso de multiciliogénesis es dependiente de la polarizacién del médulo PCP-core (Vladar et

al. 2016).

El core-PCP esta formado por un conjunto de proteinas: Frizzled (Fz), Vangl (proteina Van
Gogh-like; denominada Strabismus, Stom o Vang en Drosophila), Celsr (receptor de caderina EGF
LAG tipo G de siete pasos transmembrana; denominada Flamingo o starry night en Drosophila),
Prickle (Pk), Dishevelled (Dvl; denominada Dsh en Drosophila) y Diego (Dgo) (Simons and Mlodzik
2008, McNeill 2010).

A) Frizzled: Receptores de clase C asociados a proteina

La funcion del gen frizzled (fz) fue identificado por primera vez en Drosophila en 1982
(Gubb and Garcia-Bellido, 1982), con la observacion de la pérdida de la orientacidon de tricomas
del ala de la mosca en los individuos mutantes. La proteina Frizzled es una proteina de siete pasos
transmembrana (Figura 26) que se localiza en las uniones distales de las células.
Extracelularmente, esta proteina actia de receptor de ligandos de la familia Wnt, siendo capaz de
establecerse la union de diferentes isoformas de Fz con varias isoformas de Wnt, probablemente
debido a la alta conservacion de esta zona de unidn en las diferentes isoformas (Janda et al. 2012,
Kikuchi, Yamamoto and Kishida 2007). Intracelularmente, recluta a las proteinas Dishevelled y
Diego a la membrana. Esta proteina en Drosophila presenta una sola isoforma, mientras que en

vertebrados se han descrito diez isoformas.
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Figura 26. Representacion esquematica de la proteina Frizzled. Figura representativa de los dominios estructurales de
la proteina Frizzled, donde se representan los siete pasos transmembrana y los posibles sitios de glicosilacion y
fosforilacion. El dominio N-terminal CDR (dominio rico en residuos cisteina) (gris) es la zona de unién de ligandos
extracelulares y el dominio C-terminal KTxxxW (naranja) es la zona de interaccién proteica intracelular, la cual estd muy
conservada entre las diferentes isoformas de Fz ya que es necesario para la union con Dishevelled (Schulte and Bryja 2007).
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B) Celsr: receptor de caderina EGF LAG tipo G de siete pasos transmembrana

El gen flamingo (fmi), también conocido como starry night (stan), fue identificado por
primera vez en Drosophila asociado al mantenimiento de la polaridad. Codifica para una proteina
de siete pasos transmembrana con un dominio extracelular grande de nueve dominios cadherina
(Figura 27), y se localiza tanto en el lado distal como en el proximal de la célula, donde puede
formar homodimeros con otras proteinas Celsr de las células vecinas (Usui et al. 1999). Ademas,
esta cadherina atipica interacciona con los complejos Dhs/Fz y Vang/Pk, estabilizdndolos y
propagando la sefal de PCP (Simons and Mlodzik 2008, Chen et al. 2008). Esta proteina en
Drosophila presenta una sola isoforma, mientras que en vertebrados se han descrito tres

isoformas.
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Figura 27. Representacién esquematica de la proteina Celsr. Figura representativa de los dominios estructurales de la
proteina Celsr. El dominio extracelular contiene repeticiones cadherina, un dominio EGF (factor de crecimiento
epidérmico), un dominio Lam (laminina), motivos receptores de hormonas (H), y un dominio GAIN (GPCR-autoproteolysis-
inducing) que contiene un sitio proteolitico GPCR (G-protein-coupled receptors) también llamado GPS (GPCR proteolytic
site) (Tissir and Goffinet 2013).

C) Vangl: Proteina Van Gogh-like

El gen strabismus (stabm) también llamado van gogh (Vang) en Drosophila, cuyo ortdlogo
es vang-like (Vangl) en vertebrados, se describié originalmente en 1949, debido a que tras la
mutacién del mismo se producian defectos en el desarrollo del tubo neural (Strong and Hollander
1949). Codifica para una proteina de cuatro pasos transmembrana (Figura 28), que presenta un
dominio citosélico capaz de unirse a Prickle, reclutandolo en el entorno de la membrana. Ademas,
Vang es capaz de interaccionar con Celrs en la membrana. Esta proteina presenta una sola

isoforma en Drosophilay dos en vertebrados.

Known N-terminal phosphorylation clusters in the
peppp mouse developing limb bud (cluster 1 is S5-S17,
cluster 2 §79-584)

Extracellular
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Figura 28. Representacion esquematica de la proteina Vangl. Figura representativa de los dominios estructurales de
la proteina Vangl2. El dominio N-terminal contiene dos regiones ricas en residuos serina, cuya fosforilacion en respuesta
a la sefial de Wnt5a regula su localizacién asimétrica (Gao et al. 2011). El dominio C-terminal presenta dos motivos de
interaccion proteica (Hatakeyama et al. 2014).
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D) Prickle

El gen prickle (pk) codifica para una proteina con tres dominios LIM, un dominio PET (Figura
29) y un lugar para unién de grupos prenilo en el extremo C-terminal. Vangl es capaz de unirse a
Pk y reclutarlo al entorno de la membrana, pero posee grupos farnesilo con los que puede
asociarse a la membrana sin necesidad de la presencia de Vangl. La competicion que existe entre
Pk y Dgo por la union de Dvl va a dar lugar a la asociacion de este Ultimo con Fz, y su localizacion
en el lado proximal de la célula (Jenny et al. 2005), Tree et al., 2002). Esto da lugar a que el
complejo que se forma entre Pk y Vangl se localice en el distal (Bastock, Strutt and Strutt 2003),
Jenny et al., 2003; Strutt et al., 2011). Esta proteina posee secuencias de traslocacion al ndcleo
donde actta como factor de transcripcion, denominado REST/NRSF, necesario en la represion de
genes neuronales en tejidos no neuronales (Chong et al. 1995, Schoenherr and Anderson 1995).

En Drosophila esta proteina presenta una isoforma, mientras que en vertebrados presenta cuatro.

PRICKLE o -
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Figura 29. Representacion esquematica de la proteina Prickle. Figura representativa de los dominios estructurales de
la proteina Prickle, que presenta un dominio PET (PET: Prickle Espinas, Testin) seguido de varios dominios LIM (L) (LIM:
Linl-1, Isl-1, Mec-3) (Tissir and goffinet, 2013).

E) Dishevelled

Dishevelled (Dsh en Drosophila, Dvl en vertebrados) (Figura 30) es una molécula de
sefalizacién muy estudiada por su implicacion en las vias candnica y no conénica de Wnt/Fz. El gen
dsh se identificd por primera vez en 1959 (Fahmy and Fahmy 1959) debido a que su ausencia daba
lugar a defectos en la organizacion de las cerdas presentes en el cuerpo y las alas de Drosophila. En

vertebrados esta molecula se conoce como Dvl y presenta tres isoformas (Mlodzik 2016).

DVL

S

Figura 30. Representacion esquematica de la proteina Dishevelled. Figura representativa de los dominios estructurales
de la proteina Dishevelled, que presenta en la regién N-terminal un dominio DIX (Dsh and Axin domain) y un dominio
PDZ (PSD95, DGL1 and ZO1 domain), seguido por un motive DEP (Dsh, Egl-10 and Pleckstrin motif), motivo esencial para
su union a Fz en membrana (Pan et al.,2004) y por tanto para llevar a cabo su funcién en polaridad, y una secuencia Dsh
final (Tissir and goffinet, 2013).

Dsh
DEP
PDZ
DIX

Las proteinas core se localizan de manera asimétrica en la célula, de tal modo que Frizzled

se ubica en las uniones distales de la célula con sus compafieros citosdlicos Dishevelled y Diego,
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mientras que Vangl se localiza en las uniones proximales con su compaiiero citosélico Prickle
(Figura 31) (Tree et al. 2002, Bastock et al. 2003). La proteina Celsr se localiza a ambos lados de la
célula, distal y proximal, donde va a formar homodimeros entre células vecinas (Usui et al. 1999,
Shimada et al. 2001, Strutt 2009). La localizacion asimétrica de estas proteinas se da como
resultado de la formacién de complejos Frizzled-Celsry Vangl-Celsr en lados opuestos de la célula
(Figura 31). La pérdida de actividad de cualquiera de estas proteinas da lugar a la pérdida de la

localizacion asimétrica del resto y de la polaridad celular planar (Simons & Mlodzik, 2008).
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Figura 31. Esquema de la organizacion de las proteinas PCP. Las proteinas PCP se organizan de manera analoga en las
células de Drosophila y en las de raton (Wansleeben and Meijlink 2011).

En el ala de Drosophila, las proteinas del core-PCP se transportan distalmente hacia las
membranas a través de una red de microtibulos (Shimada et al., 2006 (Shimada et al. 2006); Strutt
and Strutt, 2008). La proteina de transmembrana Fmi se cree que sufre un proceso de flujo
endocitico, hasta que su estabilidad en membrana aumenta mediante la unién a las proteinas Fz
y Vang, formando los complejos Fmi-Vang y Fmi-Fz entre las células vecinas (Strutt et al,, 2011).
Estos complejos se van a localizar asimétricamente en la membrana a ambos lados de la célula,
sugiriendo este punto como el incio de la asimetria de las core-PCP en la célula, que se va a
amplificar por interacciones de positivas y negativas entre las proteinas del core-PCP (Tree et al.,
2002; Cho et al., 2015; Strutt and Strutt, 2007). Ademas, los complejos Fmi-Vang y Fmi-Fz son
capaces de interaccionar extracelulares entre ellos (Wu and Mlozik, 2008; Chen et al., 2008; Strutt
and Strutt, 2008; Wu and Mlodzik, 2008). En estas interacciones, Fmi forma homodimeros entre
las células vecinas, sin embargo, esta unién va a funcionar de manera asimétrica en dichas células
vecinas al reclutar distintas proteinas a ambos lados (Chen et al., 2008; Strutt and Strutt, 2008;
(Struhl, Casal and Lawrence 2012). Por otro lado, la proteina Pk es capaz de unirse e inhibir la
localizacion de Dsh, pero Dgo va a competir con Pk por la unién de Dsh, lo cual va a promover la
asociacion de Dsh con Fz (Jenny et al., 2005; Tree et al., 2002). Ademas, Pk interacciona con Vang
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en el lado opuesto de la célula (Bastock et al., 2003; Jenny et al., 2003; Strutt et al., 2011) y esta
implicado en la internalizacién de Vang y Vang-Fmi que no estan asociados de manera estable

(Cho et al., 2015).

Cytoskeletal
Changes

Transcripitonal |
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Figura 32. Via core-PCP de seiializacion. La caderina atipica Fmi forma homodimeros y se localiza tanto en la zona
anterior como en la posterior de las membranas celulares. Sin embargo, Fz/Dsh se acumula en la membrana posterior,
donde interaciona con Dgo. Vang interacciona con Pk y se localiza en la membrana anterior de la célula. La inhibicion de
Pk sobre Dsh ayuda a mantener la distribucién asimétrica de los complejos Fmi/Fz/Dsh/Dgo y Fmi/Vang/Pk. Esto puede
desencadenar la cascada de efectoresDaam1/Rho/ROK que va a dar lugar a modificaciones en el citoesqueleto y/o a la
activacion de genes diana a través de la via Cdc42/Rac/JNK (c-Jun N-terminal kinase). La localizacion asimétrica de Fz
también es debida al atransporte asimétrico de Fz a través de los microtibulos (Shimada et al., 2006) (Modificado de
(Benzing, Simons and Walz 2007)).

Otro mecanismo implicado en la localizacién asimétrica de estas proteinas es el transporte
dirigido de las vesiculas que las contienen, como las que portan Frizzled o Dishevelled (Werner et
al 2011; Shimada et al.,, 2006; (Harumoto et al. 2010, Matis et al. 2014, Olofsson et al. 2014, Sharp
and Axelrod 2016). Dicho transporte esta mediado, al menos en parte, por una red de
microtubulos no centrosomales alineados entre los ejes proximal y distal con el extremo positivo
(+) orientado hacia el lado distal (Figura 32). Dicha orientacion de los microtibulos se correlaciona
con la asimetria de las proteinas de la via PCP en células epiteliales de traquea (Vladar 2012).
Ademas, los microtlibulos son también necesarios para la distribucion asimétrica de Prickle en la

gastrulacion de los embriones de zebrafish (Sepich et al. 2011).

También se ha descrito la modulacién de los niveles de proteina como factor implicado en
el mantenimiento de esta asimetria, restringiendo la cantidad de una proteina implicada en PCP
que antagoniza con otra. En moscas, se ha descrito la regulacién de Dishevelled por medio de
Cullin-3-BTB E3 ubiquitin ligasa, que limita sus niveles en las uniones celulares (Strutt et al. 2013)
y en ratones la proteina Smurf E3 ubiquitin ligasa ubiquitina Prickle y promueve su degradacion

(Narimatsu et al. 2009).
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3.1.3 Médulo efectores

Este mddulo serd activado por los anteriores y traducird las asimetrias moleculares en
cambios morfoldgicos manifiestos, estableciendo la polarizacién intracelular. Entre los mdodulos
efectores descritos estan las familias Rho GTPases y Myosin II o las JNK kinasas entre otros, los

cuales actuaran sobre el citoesqueleto de actina y la red de microtubulos, polarizdndolos.

3.1.3.1 Médulo efector de la via Wnt/PCP

En la via no candnica Wnt/PCP, la sefial de Wnt se transduce a través de Frizzled
independientemente de LRP5/6, dirigiendo la activacion de Dishevelled. De este modo se van a activar

dos vias paralelas intracelulares que activan las GTPasas Rho y Rac (Wallingford and Habas, 2005).

Para la activacion de la via de sefalizacién de Rho, Wnt induce la formacién del complejo
Dsh-Daam1 (activador de morfogénesis asociado a Dsh) (Figura 33), consiguiendo la activacién
de Daam1, que a su vez va a activar la via de Rho GTPasa (Habas, Kato and He 2001, Tanegashima,
Zhao and Dawid 2008). La activacién de Rho dirige la activacion de ROCK (Rho-associated kinase)
(Marlow et al. 2002) lo que da lugar a modificaciones en el citoesqueleto de actina para su
reordenamiento. La activacién de la via Rac es independiente de Daam1, y Rac activado va a dar
lugar a una activacion de la actividad de JNK (Habas, Dawid and He 2003). Tanto la via Rho como
la via Rac estan implicadas en regulacién transcripcional que dara lugar a la remodelacion del

citoesqueleto (Keller et al. 2003)

Actin polymerization

Figura 33. Representaciéon esquematica de la via Wnt/PCP. La sefial de Wnt es transducida a través de Fz de manera
independiente al co-recertor LRP5/6, para activar Dishevelled. Dsh a través de Daam1, media la activacion de Rho que a
su vez activa ROCK (quinasa de Rho). Daam1 también esta implicada en la polimerizacién de actina a través de la Profilina
(proteina de unién a actina). Dsh también media la activacion de Rac, que activa JNK. Esta sefializacién de Rock, JNK 'y
Profilina van a dar lugar a cambios en el citoesqueleto (Komiya and Habas 2008).
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3.1.3.2 Médulo efector de la via Ft/Ds/Fj

Las vias Ft/Ds/Fj y la via Warts (también conocida como Hippo) forman una red
interconectada de sefializacion (Figura 34) que juega un papel muy importante en el control del
crecimiento de érganos, sin afectar a la formacién de patrones. La via Ft/Ds/Fj va a influir en el
establecimiento de la polaridad tisular a través de la regulacién de Datch, una miosina atipica
(Mao et al., 2006) implicada en la elongacion de las alas de Drosophila en el eje del plano (Baena-

Lopez, Baonza and Garcia-Bellido 2005).

Los componentes de la via Warts (Wts) incluyen a Hpo (Hippo), Sav (Salvador) y a Mats
(Mob-as-tumor suppressor). Hpo y Wts son Serin/Treonin quinasas y su actividad esta regulada
por la asociacién con Sav y Mats. Se ha descrito en mamiferos que Hpo puede autofosforilarse
(Glantschnig et al., 2002; Lee and Yonehara, 2002), y una vez que Hpo esté activado, fosforila a
Wts, Sav y Mats (Wei et al., 2007; Wu et al., 2003). La fosforilacidon de Wts por Hpo esta facilitada
por Sav, que une tanto a Hpo como a Wts, actuando de proteina de andamiaje (Wu et al., 2003).
Ademas, la activacion de Wts requiere a Mats (Lai et al.,, 2005), y la fosforilacién de Mats por Hpo
promueve la union de Mats y Wts (Wei et al., 2007). La activacidén de Wts también esta asociada
a actividad de autofosforilacion (Wei et al, 2007). Una vez que Wts estd activado, fosforila
cofactores de transcripcién como Yorkie (Yki) para la regulacion transcripcional de genes

implicados en la regulacién del crecimiento (Figura 34) (Huang et al., 2005).
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Figura 34: Esquema representativo de la via de sefializacion Fat/Warts. La via Fat esta indicada en verde, la via Warts
esta indicada en rojo. Ds (Dachous), Ft (Fat), HA (hialuronato), Atro (Atropina), Dco (Discs overgrown), Fj (four jointed);
Mats (Mob-as-tumor suppresson; Taz (transcriptional co-activator with PDZ-binding motif; Yki (Yorkie) (Reddy and Irvine,
2008).

3.1.3.3 Implicacion del citoesqueleto celular en polaridad planar

Desde el comienzo del estudio de la polaridad planar ha ido tomando fuerza la relacién que
tiene el establecimiento de ésta con la polarizacién del citoesqueleto celular. El citoesqueleto celular

es una red de filamentos que se extiende por el citoplasma y estd constituido por tres tipos de
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filamentos proteicos: filamentos de actina, microtdbulos y filamentos intermedios, cada uno con
distintas propiedades mecanicas y funciones biolégicas. Los estudios llevados a cabo relacionaban
el desarrollo de tejidos con la coordinacion de los diferentes componentes del citoesqueleto celular
(Wong and Adler 1993) asi como la formacién de haces de F-actina en el desarrollo de tricomas en
las alas de Drosophila. Desde entonces muchas investigaciones se han centrado en el estudio de la
reorganizacion del citoesqueleto implicada en la generacién de la polaridad (Fanto and McNeill,

2004; Vladar et al., 2009).

A) Citoesqueleto de actina

La actina es la proteina citoesquelética mas abundante en la mayoria de las células. Es una
proteina globular que polimeriza para formar fibras delgadas y flexibles, denominadas filamentos
de actina. Estos filamentos se disponen préximos a la cara interna de la membrana plasmatica
formando el cértex celular. La formacion del filamento comienza con la nucleacion, cuando cada
mondémero de actina (actina G) interacciona con otros dos mondémeros (cabeza-cola) formando
trimeros que, a su vez, polimerizardn formando la actina filamentosa o actina F. Los mondémeros
de actina estadn orientados en la misma direccidn, por lo que los filamentos presentan una
polaridad con extremos positivo (+) y extremo negativo (-) que va a ser fundamental en el
movimiento celular. El proceso de despolimerizacidon de un extremo y la polimerizacién del
opuesto se denomina intercambio y es un proceso ciclico que permite el movimiento de los

filamentos de actina.

Los filamentos de actina pueden asociarse como haces de actina, disponiéndose los
filamentos en paralelo y uniéndose entre si por proteinas mas o menos flexibles, que son la a-
actinina y la fimbrina, respectivamente. Por otro lado, pueden asociarse en redes, disponiéndose
los filamentos de forma ortogonal y uniéndose entre si por proteinas diméricas flexibles en forma
de V denominadas filaminas. Los filamentos de actina se asocian, ademas de entre ellos, a
diferentes estructuras celulares como, la membrana plasmatica, la matriz extracelular o a los

cuerpos basales de los los cilios.

B) Citoesqueleto de microtubulos.

Los microtubulos son varillas rigidas y huecas de aproximadamente 25 nm de diametro
formadas por 13 protofilamentos ensamblados alrededor de un espacio hueco. Cada uno de estos
filamentos a su vez estan formados por el ensamblaje de dimeros de las proteinas globulares a-
y B-tubulina. Estas estructuras poseen polaridad, de modo que al extremo positivo se unen

dimeros con GTP-B-tubulina, creciendo el filamento en esa direcciéon. Mientras, el extremo
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negativo estd anclado al material pericentriolar que rodea a los centriolos celulares. Los
microtUbulos comienzan a ensamblarse desde este material pericentriolar que constituye el

centro organizador de microtibulos (MTOC) junto con la y-tubulina.

La polimerizacion/despolimerizacién de microtibulos viene determinada por un
comportamiento denominado inestabilidad dindmica. Este proceso se basa en la velocidad de
adicion de tubulina frente a la velocidad de hidrdlisis de GTP, que conllevara el desensamblaje.
Este proceso esta regulado por proteinas asociadas a microtubulos, que se pueden clasificar en
dos grupos: aquellas que se unen al extremo positivo de los microtUbulos (plus-end tracking
proteins, o +TIPs) o las end-binding proteins (EBs) y las que se unen a la red de microtubulos
regulando su estabilizacion (Kaverina and Straube 2011). Ademas, intervienen factores
estabilizadores de microtibulos como la proteina supresora tumoral APC (Adenomatous

Polyposis Coli) (Etienne-Manneville 2013).

Los microtubulos participan en el ensamblaje del citoesqueleto de actina. En el extremo de
los microtubulos se une a factores implicados en la estabilizacion de microtibulos, como APC,
que activaran a proteinas de la familia de las Rho GTPasas, Rac y Cdc42, promoviendo la

polimerizacién de filamentos de actina en filopodios y lamelipodios (Kaverina y Straube, 2011).

3.2 POLARIDAD CELULAR PLANAR EN CELULAS EPENDIMARIAS

Como se comentd anteriormente, las células ependimarias presentan dos tipos de
polaridad planar, la polaridad traslacional (tPCP) y la polaridad rotacional (rPCP). La primera de
ellas se corresponde con la localizacion de los c/usters de cuerpos basales en la zona anterior de
la superficie apical de las células ependimarias (Mirzadeh et al, 2010). La segunda define la
orientacidon que adquieren progresivamente los cuerpos basales para adoptar una orientacion
comun, esencial para la coordinacion de la direccién del movimiento ciliar (Guirao et al., 2010).
Ambas polaridades se establecen simultaneamente durante el desarrollo de las células
ependimarias en la primera semana tras el nacimiento (Hirota et al, 2010) pero se regulan de

manera diferencial (Mirzadeh et al., 2010, Hirota et al., 2010).

3.2.1 Polaridad traslacional y su regulacion

Las células ependimaias son las Unicas células multiciliadas en las que se ha descrito la
polaridad traslacional. La tPCP se caracteriza por la localizacion de los clusters de cuerpos basales
en la en la zona anterior de la superficie apical de las células ependimarias, tanto intracelularmente

como de manera coordinada a nivel tisular entre células vecinas (Mirzadeh et al.,, 2010).
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Como se explicod anteriormente, esta polaridad se adgiere durante las primeras semanas
postnatales. La orientacién de la tPCP en las células ependimarias se establece en el cuerpo basal
del cilio primario de las RGCs, lo cual predice la posicion futura del grupo de cuerpos basales
(Mirzadeh et al,, 2010). Durante su transformacion en células ependimarias, los cuerpos basales
van a sufrir una serie de cambios de localizacion. Inicialmente se encuentran distribuidos por toda
la superficie apical. Posteriormente (P7), se irdn desplazando gradualmente hacia la zona rostral
de la superficie apical, alcanzando su maxima compactacion a P9 (Hirota et al., 2010; Gonzalez-
Cano et al, 2016). A partir de P21 y en adultos no se mantiene esa fuerte compactacién, pero los
grupos de cuerpos basales de células vecinas se mantienen distribuidos asimétricamente hacia la

zona anterior de la superficie apical de la célula (Figura 35) (Mirzadeh et al., 2010).

Figura 35. Adquisicion de tPCP de las células ependimarias. (A) Proceso de adquisicion de tPCP de los cuerpos basales
durante el desarrollo de las células ependimarias. (B) Esquema de la localizacion anterior de los cuerpos basales en la
superficie apical de las células ependimarias en direccién al movimiento del flujo de liquido cefalorraquideo (Hirota et al,,
2010).

La importancia de la polaridad traslacional radica en la tensidn que son capaces de soportar
los cilios durante su movimiento. Esta tension va a depender de la densidad del liquido
cefalorraquideo, que es menos espeso que otros fluidos movidos por células multiciliadas que no
muestran polaridad traslacional (células multiciliadas de trdquea y de ovario), pero que presenta

una velocidad de movimiento notablemente mayor. Por ello es importante conocer los

mecanismos que regulan la tPCP.

A) Reguladores de la tPCP: Miosina No Muscular II (NMII)

La miosina no muscular II (NMI) es una de las principales proteinas motoras del
citoesqueleto de actina. Tiene un papel fundamental en procesos celulares que requieren
movimiento y reorganizacion celular. Por ello esta proteina estad implicada de manera importante
en procesos celulares como migracion celular (Even-Ram et al. 2007, Vicente-Manzanares et al.
2007), adhesion celular (Conti et al. 2004, Shewan et al. 2005, Giannone et al. 2007) y division
celular (Bao et al. 2007, Ma, Bao and Adelstein 2007).
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NMII (Figura 36) presenta una estructura hexamérica que consiste en un par de cadenas
pesadas (nonmuscle myosin heavy chains, NMHCs, 200 kDa), un par de cadenas ligeras esenciales
(ECLs,20 KDa) y un par de cadenas ligeras reguladoras (RLCs, 17 kDa). Las cadenas pesadas
homodimerizan a través de una zona de estructura enrollada (coiled-coil), y cada una de ellas se
une a las cadenas ligeras (Nagy et al. 2013). La miosina resultante contiene dos dominios motores
globulares en el extremo N-terminal que albergan actividades ATPasa y de union a actina (Conti

and Adelstein 2008).
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Figura 36. Estructura proteica de NMIL Esquema representativo de la estructura de NMIIL y su conformacion en estado
inactivo, su conformacién en estado activo mediante la fosforilacion de las cadenas ligeras, y el proceso de agregacion
entre diferentes moléculas de miosina mediante la fosforilacion en las cadenas pesadas (Vicente-Manzanares et al., 2010).

NMII presenta tres isoformas, NMIIA, NMIIB y NMIIC, dependiendo de las cadenas pesadas
que contengan, Myh9, Myh 10 o Myh 14 respectivamente (Heissler and Manstein 2013, Vicente-
Manzanares et al. 2007). Estas cadenas pesadas comparten una identidad aminoacidica de entre
el 60 y el 80%, pero muestran diferencias en la actividad motora (Kim et al., 2005). En general, las
tres isoformas se expresan de manera ubicua en tejidos de vertebrados. En concreto en las
paredes laterales de los ventriculos de ratdn, las tres isoformas son expresadas por las células
ependimarias, pero tienen diferentes patrones de localizacion: NMIla estad presente por todo el
citoplasma celular, mientras que NMIIb y NMIIc se localizan principalmente en el entorno de los

cuerpos basales (Figura 37) (Hirota et al., 2010).

Diversos estudios han demostrado que la NMII esta implicada de manera fundamental en
la regulacién de la polaridad planar durante el desarrollo tanto de invertebrados (Bertet, Sulak
and Lecuit 2004, Saxena et al. 2014), como de vertebrados (Yamamoto et al. 2009), Hirota 2010).
Incluso en procesos tan importantes como la extensién convergente (en vertebrados) regulando
la intercalacidn de las células (Rozbicki et al. 2015). Se ha descrito que los ratones carentes de

NMII mueren durante los dias E14.5 y PO, y presentan anomalias en el desarrollo del cerebro,
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como por ejemplo una severa hidrocefalia y la alteracidon de la pared lateral de los ventriculos
(Tullio et al. 2001); Xuefei Ma, 2007). Estos datos indican que NMII podria estar implicada en la

maduracion de las células ependimarias que limitan los ventriculos.

Figura 37. Distribucion de NMII en las células ependimarias. Localizacién de las diferentes isoformas de NMII, NMIIA,
NMIIB y NMIIIC en las células ependimarias (Hirota et al., 2010).

La activacién de NMII se lleva a cabo mediante la fosforilacién de residuos conservados
evolutivamente presentes en las cadenas ligeras reguladoras (myosin light chain, MLC),
concretamente en la Ser19, lo que estimula su actividad motora (Vicente-Manzanares et al. 2009).
Esta reaccidn es catalizada principalmente por las kinasas MLCK (myosin light chain kinase) y Rho
kinase, ROCK, (Rho-associated protein kinase) (Vicente manzanares 2009, (Kamm and Stull 2001).
La activacion de NMII se puede analizar mediante el estudio de la forma fosforilada de MLC,
PMLC. En células ependimarias se ha descrito que la NMII activa se localiza en la proximidad de
los cuerpos basales (Hirota et al., 2010). Ademas, estudios farmacolégicos han demostrado que
la activacion de NMII es fundamental en la distribucion apical de los cuerpos basales de estas
células (Hirota et al., 2010). En particular, la fosforilacién por MLCK, pero no por ROCK, es la
encargada de regular el establecimiento de la polaridad traslacional en estas células (Hirota et al.,
2010). De este modo, MLCK se puede considerar como un factor determinante en el

establecimiento de la tPCP (Hirota et al.,, 2010).
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B) Reguladores de la tPCP: Kinasa de la cadena ligera de la miosina (MLCK)

La kinasa MLCK fue aislada por primera vez en musculo liso (Dabrowska et al. 1978) y esta
muy implicada en el mantenimiento de la barrera endotelial (Shen et al. 2010). Esta funcién implica
la regulacién de la actomiosina a través de la fosforilacion de NMII, regulando asi las uniones
adherens (Yu et al. 2010). Se ha descrito que esta funcién se lleva a cabo, al menos en parte,
mediante la regulacién de la concentracion E-caderina en los contactos célula-célula (Shewan et
al. 2005). También se ha propuesto su implicacién en el mantenimiento de la barrera

hematoencefalica (Beard et al. 2014).

En vertebrados, MLCK esta codificadas por al menos tres genes, mylk1, mylk2y mylk3, que
van a dar lugar a un pequefio grupo de isoformas (Khapchaev and Shirinsky 2016, Herring et al.
2006). De ellos, mylk2 y mylk3 codifican para proteinas que sélo se expresan en musculo,
esquelético y cardiaco respectivamente. El gen my/k7 presenta cuatro promotores diferentes,
generando cada uno una isoforma (Figura 38). Dos de ellas son isoformas de aproximadamente
210-220kDa denominadas MLCK-210 (que solo se diferencian en la secuencia que corresponde
con el exén 1, dando una diferencia de 9 aminoacidos entre ambas) y otra es de 130kDa y

denominada MLCK-130.
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Figura 38. Representacion esquematica de la estructura génica y proteica de MLCK. (A) Figura representativa del gen
mick. Muestra los diferentes exones e intrones ademas de los diferentes promotores descritos. (B) Figuras representativas
de los dominios estructurales de la proteina MLCK (Khapchaev & Shirinsky, 2016; Herring et al., 2006).
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Estas isoformas se expresan deforma ubicua en diferentes tejidos (Herring, Dixon and
Gallagher 2000, Herring et al. 2006). Las isoformas MLCK-210 y MLCK-130 son idénticas en la
parte C-terminal, mientras que MLCK-210 posee un extermo N-terminal de entre 922 y 935
aminoacidos que MLCK-130 no posee (Khapchaev and Shirinsky 2016). Ambas isoformas
presentan los mismos sitios cataliticos, que contienen seis mddulos inmunoglobulina-like,
dominios en tandem de union a actina y dominios de regulacion, por lo que poseen la misma

afinidad y especificidad por las cadenas reguladoras RLCs de la NMIL

Estudios /n vitro demuestran que MLCK-210 posee la capacidad de union a filamentos de
actina y al citoesqueleto de microtubulos (Kudryashov et al. 1999). La diferencia estructural entre
MLCK-210 y MLCK-108 reside, como hemos comentado, en la presencia de una regién N-terminal
en MLCK-210 denominado tai/ domain. A través de esta region, MLCK-210 es capaz de unirse a
filamentos de actina (Figura 39) (Kudryashov et al.,1999). Esto es debido a la presencia de
dominios immunoglobulina-like que se localizan en la regidon mas C-terminal de la region tail y
son idénticos a los motivos de unidn a actina de MLCK-130 (Smith et al., 1999), por lo que ambas
isoformas son capaces de interaccionar con el citoesqueleto de actina. Ademas, MLCK-210, pero
no MLCK-130, presenta en la regidn tai/sitios de interaccion con microtubulos (Figura 39), siendo
capaz de agregar dimeros de tubulina (Kudryashov et al. 2004). De este modo, MLCK-210 muestra
una mayor capacidad organizadora de la motilidad celular y de la arquitectura del citoesqueleto
que la isoforma MLCK-130, al ser capaz de llevar a cabo la interaccion simultdnea con el

citoesqueleto de actina y el de microtibulos (Kudryashov et al.,, 2004).
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Figura 39. Esquema de la unién de MLCK-210 a filamentos de actina y microtibulos. El dominio KPR se une a la
NMIL, la regién tai/de la zona N-terminal interacciona con el citoesqueleto de activa y el de microtibulos. De este modo,
MLCK-210 puede participar en la reorganizacion de las redes de citoesqueletos y organizar la motilidad dependiente de
la actimiosina II (Kudryashov et al., 2004).

MLCK es capaz de unirse a la miosina mediante su dominio c-terminal KPR (Kudryashov et
al., 2002; Silver et al., 1997), y mediante el sitio catalitico fosforila a NMII en el residuo Ser19 de
su RLC como hemos comentado. De este modo, NMII pierde su estado de plegamiento (Figura

36, a) y el dominio motor de la NMII se desbloquea, liberandose el sitio catalitico de ATP. De este

modo, puede llevar a cabo la hidrdlisis de ATP, obteniendo energia para realizar interacciones
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ciclinas con la F-actina y permitir una interaccién productiva (Kudryashov et al., 2004; Brenner and

Eisenberg, 1987; Adelstein, 1983).

3.2.2 Polaridad rotacional y su regulacién

La polaridad rotacional (rPCP) es una caracteristica fundamental de las células multiciliadas
en general. Durante la diferenciacién de las células ependimarias, entre los dias P1-P4, los cuerpos
basales se anclan a la membrana apical sin una distribucion determinada y orientados
aleatoriamente (Figura 40) (Guirao et al. 2010, Ohata and Alvarez-Buylla 2016)(Guirao et al., 2010;
Ohata and Alvarez-Buylla, 2016). Posteriormente, los cuerpos basales van a ir rotando
progresivamente para adoptar una orientacion comun intracelularmente, alinedndose en la
direccion del flujo del liquido cefalorraquideo (Guirao et al., 2010). Este proceso se denomina
polaridad rotacional (rPCP) (Guirao et al., 2010; Mirzadeh et al., 2010). La orientacién comun de
los cuerpos basales de las células ependimarias es esencial para la coordinacién de la direccién
del movimiento ciliar, los cuales impulsan el liquido cefalorraquideo en su paso por los ventriculos

cerebrales

Un indicador de la polaridad rotacional son los pies basales de los cuerpos basales, una
estructura electrodensa asociada lateralmente a los BB que indica la direccién del movimiento del

cilio (Marshall and Kintner 2008).

Developmental Postmitotic RGCs/ Postmitotsc RGCs/
stages RGCs (£14) pre-E1 cells (£16) pre-E1 cells (PO) Immature E1 cells (P2-5) Mature £1 cells (> P21)

Cellular Establishment of Assymetric localization of  Apical docking of 885 Establishment of
events translational polarity the core PCP proteins and cilogenesis rotational polarity

Factors Passive CSF flow? Microtubule
involveld in Primary cilia

Pl and Prd2

Celsrl, Vangla, F2d3

Myosin?

Figura 40. Proteinas core-PCP durante el desarrollo de las ECs a partir de las RGCs. En torno al dia E14, el cilio primario
de las RGCs se localiza cerca del centro de la superfice apical. En torno al dia E16, comienza a desplazarse
asimétricamenteen direccion del CSF. Este flujo (flechas azules) en los ventriculos del embrién podria estar dirigiendo la
localizacién asimétrica del cilio primario. La eliminacion de Celsr1, Vangl2 o Fzd3 alteran también la polaridad translacional
de las RGCs. Las proteinas core Celsr1y Vangl2 comienzan a localizarse asimétricamente en la zona apical de las RGCs en
el dia PO, y Fzd3 en el dia P5. En este proceso los microtibulos juegan un papel importante en la localizacién asimétrica
de Vangl2 y Celsr1 en las RGCs en P2. Los cuerpos basales generados durante el desarrollo de las ECs se anclan en la
superficie apical de las ECs inmaduras y los cilios comienzan a generarse entre los dias P2-P5. Durante estos dias, la
polaridad rotacional, indicada por la posicion de los pies basales (triangulos rosas), es aleatoria. Los cuerpos basales
comienzan a estar alineados con la direcciéon del flujo de CSF durante la maduracién de las ECs. Este modelo sugiere que
tanto el flujo de CSF como las proteinas core Dvl1-3, Celsr1-3, Fzd3 and Vangl2 estan envueltan en la regulacion del
establecimiento de la polaridad rotacional (Ohata and Buylla, 2016).
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A) Reguladores de la rPCP: core-PCP

En células ependimarias, la via core-PCP esta implicada en la orientacion de los cuerpos

basales en sentido de la direccidon del movimiento del liquido cefalorraquideo.

En las ECs las proteinas core Celsr1, Vangl2 y Fzd3 se acumulan de manera asimétrica en la
zona apical de las células ependimarias, muy préximas a las uniones celulares (Figura 40) (Boutin
et al, 2014; Ohata et al,, 2015; Guirao et al.,, 2010; Tissir et al., 2010; Shi et al., 2016). La eliminacion
de Vangl2 o Fzd3 afecta al establecimiento tanto de la polaridad rotacional como de la polaridad
translacional de las células ependimarias (Boutin et al., 2014; Ohata et al., 2014; Guirao et al., 2010).
Ademas, Celsr1-3 regula diferentes aspectos de la Polaridad Celular Planar en las ECs: Celsr2 y
Celsr3 regulan la polaridad rotacional y la translacional, mientras que Celsr1 parece que esta

envuelto en la coordinacion intercelular de la PCP, la polaridad tisular (Boutin et al. 2014).

De las proteinas del core-PCP, Dvl se ha destacado por su importante implicacion en el
acoplamiento de los cuerpos basales en la membrana apical de la célula (Park et al., 2009; Vladar
et al 2008; Ohata et al., 2014). Dvl 1 y DvI2 se acumulan en el entorno de los cuerpos basales de
las células ependimarias (Hirota et al., 2010, Ohata et al., 2015; Guirao et al., 2010) como ya se
habia visto en células multiciliadas de larvas de Xenopus (Park et al., 2008). Esto hace suponer el
importante papel de Dishevelled durante el establecimiento de la polaridad rotacional. Ademas,
Dvl parece estar implicado no solo en el establecimiento de la polaridad, si no también en su

mantenimiento (Ohata et al. 2014).

Curiosamente, en las RGCs la localizacién asimétrica de Vangl2 ocurre en torno a PO, tras
el establecimiento de la polaridad translacional (E16 aproximadamente) (Boutin et al., 2014). El
cilio primario podria estar proporcionando instrucciones para la posterior acumulacién asimétrica

de las proteinas del core-PCP(Ohata et al., 2015).

3.2.3 Citoesqueletos en células ependimarias

En células ependimarias se ha descrito que los cuerpos basales estan interconectados
mediante la red de filamentos de actina, jugando un papel importante en la sincronizacion del
movimiento ciliar (Werner et al., 2011). Ademas de la asociacién con los filamentos de actina,
diferentes estudios describen la interaccién existente entre los cuerpos basales, en concreto los
pies basales, y los microtibulos (Gordon 1982, Chailley, Nicolas and Laine 1989). La

despolimerizacién de la red de microtubulos conlleva la pérdida de la direccion del flujo debido
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a una alteracién en la coordinacion en la orientacion (Werner et al., 2011). Durante la maduracion
de las células ependimarias los citoesqueletos de actina y microtibulos se desarrollan
simultdaneamente. Ambos citoesqueletos se encuentran en el entorno de los cuerpos basales
(Figura 41) ya que se ha descrito la presencia de una red de microtUbulos polarizados (Figura 41,
b), juxtapuesto con la red de actina (Figura 41, a), entre el grupo de cuerpos basales (Boutin et al.,
2010; Werner et al,, 2011) y una segunda red entre el grupo de cuerpos basales y el cortex celular

(Figura 39 b) (Boutin et al., 2010).

De este modo los citoesqueletos de actina y de microtlibulos muestran una complicada
interaccidon totalmente necesaria para el mantenimiento de la polaridad planar, donde se ha
propuesto que los microtibulos unen los cuerpos basales a los pies basales de sus compaferos,
promoviendo la polaridad rotacional, mientras que la actina une los cuerpos basales mediante las
estructuras denominadas striated rootlets. Asi el citoesqueleto de actina y el de microtubulos
parece tener un papel importante tanto en polaridad celular (redes de actina y microtibulos entre
los cuerpos basales) como en polaridad tisular (redes de actina y microtubulos entre el grupo de

cuerpos basales y el cortex celular).

Figura 41. Red de citoesqueletos en células ependimarias adultas. (a) En células ependimarias adultas (P21) se puede
observar una red de actina rodeando cada uno de los cuerpos basales (linea punteada). (b) Ademas, estas células también
presentan un set de MT polarizados entorno a los cuerpos basales y un segundo set entre el grupo de cuerpos basales
(linea punteada) y el cortex celular (flecha blanca) (Boutin et al., 2010).

Un factor importante en el establecimiento de la PCP es el transporte vesicular dirigido,
mecanismo en el que son esenciales los microtibulos. Los microtibulos, mediante proteinas
motoras asociadas, como las quinesinas y dineinas, transportan las proteinas core-PCPde manera
dirigida, y no siempre radial, facilitando su asimetria (Werner and Mitchell 2012). Los microtibulos
juegan un papel importante en reparto de las proteinas de la polaridad en el epitelio del ala de la
mosca y en la tradquea de vertebrados (Vladar et al., 2012. Shimada et al., 2006). La acumulacion
asimétrica de Frizzled en las células del ala de Drosophila se lleva a cabo por un transporte
diferencial a lo largo de los microtuibulos (Shimada et al., 2006; Harumoto et al., 2010). Ademas,
la desestabilizacionde los microtibulos, mediante tratamiento con nocodazol, también afecta a la

localizacion de las proteinas del core-PCP, Celsr1 y Vangl2, indicando que la alteracién de los
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microtubulos es esencial para llevar a cabo el trafico vesicular dirigido que transporta las proteinas

encargadas de establecer la polaridad.

Se ha descrito que la via de polarizacién Ft/Ds/Fj también regula la dinamica del
citoesqueleto de microtubulos. Esta via proporciona una sefal para orientar las proteinas de la via
PCP (el transporte distal del complejo Frizzled-Dishevelled-Celsr) a través de la polarizacién de
microtubulos ya que el anclaje del extremo positivo de los microtubulos a las uniones celulares
de la zona apical es dependiente de la polarizacion inicial de Fat/Dachous/FourJointed (Harumoto
et al. 2010, Marcinkevicius and Zallen 2013). Esto estd en concordancia con datos que
correlecionan la orientacién de los microtubulos con la asimetria de las proteinas de la PCP en

células epiteliales de traquea (Vladar 2012).

61



OBJETIVOS

62



Objetivos

El estudio de los mecanismos que regulan la funcidn ciliar es necesario desde el punto de
vista de la cantidad de ciliopatias que existen. Una caracteristica esencial para que el movimiento
ciliar se efectle correctamente es el correcto establecimiento de la polaridad planar, tanto en las
células individuales como en el tejido completo. Ampliar el conocimiento actual acerca de la
regulacion de la polaridad planar es primordial ya que estas vias de regulacion no solamente
controlan la polaridad planar de tejidos desarrollados. Estas vias son también responsables de los
cambios de polaridad en las células durante la movilidad celular y la invasividad, procesos que se

dan tanto en desarrollo embrionario y postnatal, como en el desarrollo tumoral.

El factor de transcripcidon p73 es muy conocido por pertenecer a la familia p53, reguladores
por excelencia del ciclo celular en condiciones de estrés celular. El papel de la familia p53 en
general, y p73 en particular, en el desarrollo tumoral ha sido intensamente estudiado. Ademés,
p73 es uno de los principales reguladores del desarrollo del sistema nervioso central. Sin embargo,
a pesar de la importancia del papel de p73 en ambos aspectos, nunca se ha descrito su funcion

en la regulacion de las vias encargadas de establecer la polaridad.

La hipodtesis de trabajo de esta tesis doctoral fue deteminar el papel que juega el factor de
transcripcion p73 en el establecimiento de la polaridad celular planar de las células ependimarias.
De este modo el objetivo principal de esta tesis doctoral fue el estudio del papel de p73 en el
establecimiento de la polaridad traslacional y el andlisis de la falta de p73 en el establecimiento

de la polaridad rotacional.
Los objetivos especificos fueron:

1. Efecto de la falta de p73 en la maduracién de las células ependimarias y la
citoarquitectura de la pared lateral del ventriculo.

2. Papel de p73 en la regulacion de la polaridad traslacional de células ependimarias a
través de la activacion de NMII mediante la regulacion de la expresién de la kinasa
MLCK.

3. Efecto de la falta de p73 en el establecimiento de la localizacion asimétrica de las
proteinas core-PCP que regulan la polaridad rotacional de las células ependimarias a

través de la alteracion del citoesqueleto de microtubulos.
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CAPITULO I

CAPITULO 1. p73 IS REQUIRED FOR EPENDYMAL CELL MATURATION AND NEUROGENIC
SVZ CYTOARCHITECTURE






Resultados y Discusion

1.1. ABSTRACT

The adult subventricular zone (SVZ) is a highly organized microenvironment established
during the first postnatal days when radial glia cells begin to transform into type B-cells and
ependymal cells, all of which will form regenerative units, pinwheels, along the lateral wall of the
lateral ventricle. Here, we identify p73, a p53 homologue, as a critical factor controlling both cell-
type specification and structural organization of the developing mouse SVZ. p73 deficiency halts
the transition of the radial glia into ependymal cells, leading to the emergence of immature cells
with abnormal identities in the ventricle and resulting in loss of the ventricular integrity. p73-
deficient ependymal cells have noticeably impaired ciliogenesis and they fail to organize into
pinwheels, disrupting SVZ niche structure and function. Therefore, p73 is essential for appropriate
ependymal cell maturation and the establishment of the neurogenic niche architecture.
Accordingly, lack of p73 results in impaired neurogenesis. We describe that p73 is required for
translational planar cell polarity establishment, since p73 deficiency results in profound defects in
cilia organization in individual cells and in intercellular patch orientation. Thus, our data reveal a
completely new function of p73 in the neurogenic architecture of the SVZ of rodent brain and in

the establishment of ependymal planar cell polarity.

1.2. INTRODUCTION

Maintenance of neural stem cell (NCS) capacity to self-renew is dependent upon intrinsic
regulatory networks and extrinsic cues within the NSC niches (Miller and Gauthier-Ficher, 2009).
The members of the p53 family of tumor suppressor genes, TP53, TP63 and TP73, are important
players in NSC biology (Killick et al, 2011). In particular, TP73 is deeply involved in NSC
maintenance and organization of the subventricular zone (SVZ) germinal center (Agostini et al,,
2010; Fijitani et al., 2010; Gonzalez-Cano et al., 2010; Talos et al., 2010) and regulates the balance
between symmetric and asymmetric cell divisions of NSC (Gonzalez-Cano et al, 2013). The
hydrocephalus phenotype of Trp73-/- mice (p73KO from now on) (Yang et al., 2000) suggested a
possible p73 role in ependymal ciliary function that might be linked to its regulation of the

neurogenic environment. However, this has never been addressed.

The architecture of the SVZ is established during the first postnatal days when a select
group of radial glia cells (RGCs) begins to transform into NSC (Merkle et al., 2004) while other
subpopulation gives rise to ependymal cells (ECs). ECs will form pinwheel structures with B-cells
(NSC) intercalated among them. B-cells have a small apical surface with a single primary cilium

contacting the ventricle and large basal process contacting blood vessels, and exhibit
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ultrastructural characteristics and markers of astro-glial cells, including GFAP and GLAST
expression (Ihrie and Alvarez-Buylla, 2011). The apical processes of the B-cells form the core of
the pinwheel, which itself is formed by multi and bi-ciliated ECs (Mirzadeh et al., 2008). This highly
organized microenvirontment is necessary for maintaining NSC sel-renewal and differentiation
capacity as well as the neurogenic niche homeostasis (Lim et al., 2000; Chmielnicki et al., 2004;

Ramirez-Castillejo et al.,, 2006; Andreu-Agullo et al., 2009).

Multiciliated ECs have a prominent role in the maintenance of the neurogenic niche, since
they induce neurogenesis and suppress gliogenesis by secreting the bone morphogenic protein
(BMP) inhibitor, Noggin (Lim et al., 2000; Chmielnicki et al., 2004). ECs are difined as large-apical
surface multiciliated cells that express S100b and Vimentin (Spassky et al., 2005; Raponi et al.,
2007; Mirzadeh et al, 2008; Pastrana et al, 2009). ECs are generated from RG in a multistep
process orchestrated by the primary cilium and its basal body apparatus (Spassky et al., 2005). RG
planar cell polarity (PCP) is first established during perinatal development when the primary cilium
migrates toward the rostral end. Later on, from P5 until P20, cilia clusters in maturing ECs become
densenly packed, with basal bodies aligned and positioned as a patch on the downstream side of
the EC apical surface with respect to the direction of cerebrospinal fluid (CSF) flow (Bayly and
Axelrod, 2011). Thus, EC cilia display two types of PCP: rotational PCP (rPCP) which referes to the
parallel alignment of the basal bodies within each multi-ciliated cell and translational PCP (tPCP),
difined by the basal body cluster anterior position on the cell apical surface (Mirzadeh et al., 2010).
Both forms of polarity correlate with the onset of coordinated cilia beating in a uniform direction

(Hirota et al,, 2010).

Defects in cilia are associated with a range of human diseases, such as primary ciliary
dyskinesia or hydrocephaly (Badano et al., 2006; Kishimoto and Sawamoto, 2012). In the brain, EC
cilia are required for CSF circulation and neurogenesis (Boutin wt al., 2014). Disruption in PCP
establishment results in dysfunctions of ependymal cilia and their directional beating. Thus, the
identification of the main players in EC maturation and PCP establishment results in dysfunction
of ependymal cilia and their directional beating. Thus, the identification of the mail players in EC

maturation and PCP establishment might have important therapeutic implications.

It has been described that p73 deficiency alters RG cells transition into ECs. Our laboratory
reported for the first time that lack of p73 resulted in a halted maturation of the EC layer
(Gonzalez-Cano et al, 2016). WT mice exhibit an organized and continuous mono-stratified
epithelium of mature ECs, while p73KO mice present a pseudo-stratified and discontinuous

ependyma, indicating that lack of p73 compromises ependymal barrier integrity. Moreover, ECs
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present an altered pattern of marker expression in the absence of p73. p73KO ECs expressed RGC
markers as GFAP and GLAST. This aberrant expression indicates that p73 might be required for
RGCs cell fate determination. Our laboratory also described for the first time that p73 is essential
for the EC assembly into pinwheels as p73 deficiency alters the organization of the EC layer
cytoarquitecture. p73KO ventricles lacked the organized pinwheel architecture observed in WT. It
is noteworthy that, in the absence of p73, ECs had an aberrant membrane morphology with waves
and pleats, suggesting that the intercellular junctions at the apical surface of these cells might be

affected (Gonzalez-Cano et al., 2016).

Altogether, these data indicate that p73 loss results in an aberrant maturation of the ECs.
Here we describe that p73 deficiency impairs ependymal cell ciliogenesis and PCP establishment

(Gonzalez-Cano et al., 2016).

1.3. RESULTS AND DISCUSSION

1.3.1. Lack of p73 impairs ciliogenesis

To address whether lack of p73 affected the genesis and organization of ependymal cilia,
we performed a comparative study of P7 and P15 WT and p73KO mice using SEM. It has been
described that cilia tufts appear around P5 and reach their mature density by P10 (Tissir et al.,
2010). Accordingly, P7-WT AV regions displayed some monociliated cells (Figure 42 a, black
arrows, and b) and abundant multiciliated cells (Figure 42 a and b) covering most of the ventricular
surface. At the same stage, p73KO showed an immature phenotype with many monociliated cells
Figure 42 a and b, black arrows) and less cilia tufts (Figure 42 a and b). Moreover, it is noteworthy
the presence of cells with cilia of different sizes distribuited through the whole apical surface

(Figure 43 a, double line).

As reported (Spassky et al., 2005), we observed that by P15 mature ECs dominate the VZ
displaying conpacted cilia clusters on the apical surface which have begun to be coordinately
oriented (Figure 43 b). In contrast, cilia tufts in p73KO cells displayed an abnormal organization
and, in some cases, the individual cilia within a given cell did not point to the same direction and
some cilia seem to be angled or even truncated (Figure 43 b, black triangles]. This data suggests

that in the p73KO mice the cilia fail to form normally.
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Figure 42. p73 deficiency affects ependymal cells cilia formation. (a, b) SEM analysis of WT and p73KO lateral ventricle

wall whole mounts at P7. WT mice showed monociliated cells (black arrows), and abundant numerous multiciliated cells
while p73KO mice had less multiciliated cells. Scale bar: 10 and 5 um.
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Figure 43. Lack of p73 alters motile cilia generation and planar cell polarity establishment during the
transformation of monociliated RG into ependymal cells. SEM analysis of WT and p73KO lateral ventricle wall
wholemounts at P7 (a) and P15 (b). (a) P7-p73KO mice displayed aberrant groups of cilia of different length (double lines).
Scale bar: 5 ym (b) P15 WT PD region showed organized multiciliated cells while in p73KO the cells had angled and
truncated cilia (black triangles). Scale bar: 5 and 10 pm. (c-f) Confocal Z-stacks images of WMs immunostained for c-
tubulin (red), b-catenin (blue) and Actubulin (green) from P7 (c, f) and P15 (d-f) mice. (c) At P7, RGCs had a primary cilium
associated to a single basal body (white arrows) and immature ECs had long cilia emanating from basal bodies patches
(yellow arrowheads). Most p73KO ECs had multiple basal bodies but lacked motile cilia (white arrowheads) and only few
displayed cilia, but disorganized and of different lengths (yellow arrowheads). (d,e) Mature WT-EC showed characteristic
oriented basal bodies patches associated to cilia tufts (white arrows). ECs in p73KO had non oriented BB clusters either
associated to disorganized cilia (pink arrowhead) or without cilia (white arrowheads). (f) Comparison of the supra-
ependymal axons (c-f, yellow arrows) network between WT and p73KO mice. AV: anterior-ventral; PD: posterior-dorsal.
PD-AD: anterior-posterior axis. PD-PV: dorso-ventral axis. Scale bar: 20 ym
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We found intriguing that while the SEM analysis revealed less cilia covered area in p73KO
lateral ventricle wall (Figure 43 b). Previous data of our laboratory demonstrated that there were
no differences in the number of total multiciliated cells in the p73KO, as accounted by the
presence of BB clusters (Gonzalez-Cano et al., 2016). Thus, we hypothesized that p73-deficient VZ
ependymal cells had BB clusters, but lacked cilia due to a defect in the ciliogenesis process. To
address this, we analysed wholemounts of P7 and P15 SVZ stained for acetylated tubulin (Ac-
tubulin) which marks ependymal long motile cilia and RGCs short primary cilia. At P7 anterior
regions, WT mice displayed RGCs with a primary cilium associated to a single basal body (Figure
43 ¢, white arrows), while at posterior regions, ECs have long cilia tufts emanating from BBs
patches (yellow arrowheads). Th majority, although not all, p73-deficient RGCs had a primary
culium associated to a basal body (Figure 43 ¢, white arrows). However, many ECs had BB clusters
that lacked cilia (white arrowheads). Few p73KO ECs had BB patches with associated cilia, but in
these cases, the EC displayed displayed disorganized cilia of different lengths (Figure 43 ¢, white

arrowheads, double lines).

P15 WT ECs displayed densely packed BB clusters, all associated to cilia tufts (Figure 43 d
and e, white arrows). The cilia dysfunction was patent in p73KO at this stage where many of the
large surface cells had disorganized BB clusters that were not associated with cilia (Figure 43 d
and e, white arrowheads). Ac-tubulin antibodies also stained some long and slender processes
with varicosities (Figure 43 c-f, yellow arrows), corresponding with supra-epednymal axons (Tong
et al., 2014). Supra-ependymal axons run parallel to the anterior-posterior axis (PD—AD) of the
lateral ventricle on the dorsal V-SVZ and along the dorso-ventral axis (PD—PV) of the WT mice.
Surprisingly, the lateral ventricular wall of the P7-p73KO mice had a less dense network of
supraependymal axons which lack direction (Figure 43 f, yellow arrows and Figure 44 a). This was
also evident at P15 stage where a fine and organized network of supra-ependymal axons running
on a dorso-venral direction was observed in the WT mice (Figure 43 f and Figure 44 b), whereas
p73-deficient mice showed a less dense and disorganized network, presumably contributing to

their neurogenic deficiency.
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Figure 44. p73 deficient mice had a less organized network of supra-ependymal axons. Confocal micrographs of
whole-mounts immunostained for y-tubulin (red), B-catenin (blue) and Actubulin (green) from P7 (A) and P15 (B) WT and
p73KO mice. Actubulin stain supraependymal axons. AV: anteriorventral; PD: posterior-dorsal. PD to AD: anterior-posterior
axis. PD to PV: dorso-ventral axis. Scale bar: 20 pm.

1.3.2. Lack of p73 impairs Planar Cell Polarity establisment

Our results confirmed that p73 deficiency results in defective ciliogenesis during the
transition from monociliated RGCs into multiciliated ECs. A correlation between defective
ciliogenesis and alterations in ependymal planar polarization has been previously reported
(Mirzadeh et al,, 2010). In agreement with previous data of our laboratory (Gonzalez-Cano et al.,
2016) most multiciliated P15 WT ECs were polarized at tissue level (tPCP established). They had
their BB patches compacted and clustered on the “downstream” side of the apical cell surface,
with respect to the direction of CSF flow, and cilia tufts following the same orientation (Figure 43
d and e, white arrows). However, in p73-deficient cells most BB clusters were not polarized (Figure
43 d, white arrowheads], independently of the presence of cilia tufts (Figure 43 e, white arrows,
pink arrowhead) or its absence (white arrowheads), suggesting that p73 effect on tPCP was

upstream of ciliogenesis.
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Moreover, WT ECs that conform a pinwheel structure had their BB clusters polarized with a
similar orientation (Figure 45 a, yellow lines and white arrows). That was not the case in p73KO
ECs, which had their BBs either distributed throughout the apical surface, or oriented following
different directions (Figure 45 a and b, white arrows). Moreover, they display different arrays of
cilia cluster distribution: some cells had very tightly compacted basal bodies (Figure 45 b, yellow
arrows], others formed more than one cluster located on one side of the apical surface, or even
in two opposing poles (white lines). Altogether, suggesting that p73 is essential to organize BB in
individual cells and also for intercellular BB patch orientation. To further address p73 requirement
for the establishment of tPCP we quantify the degree of cluster polarization relative to the apical
surface. For this purpose we use a program generated by Wimasis® to calculate the polarization
ratio (Figure 45 c and d). We measured the relative distance between the geometric center of the
apical surface and the BB cluster centroid (Boutin et al., 2014). We observed significant differences
between WT ECs, with a mean polarization ratio of 77.72 + 19.77, and p73KO cells with a ratio of
25.99 + 12.13 (Figure 45 d), indicating that p73 is essential to organize translational polarity at
single cell level. Furthermore, we asked whether p73 deficiency affected the coordination of BB
patches displacement at tissue level by drawing a vector from the cell centre to the cluster centroid
(Boutin et al., 2014). Vectors ofneighbor WT ECs had similar direction, but in p73KO ECs they were
more divergent (Figure 45 ¢, white lines). Calculation of the angle of displacement (Figure 45 e)
indicated that the angular desviation of individual vectors from the mean was + 35.76° (Watson's
U2 test p<0.005). Altogether, our data strongly support the hypothesis that p73 is essential to

translational PCP.

The appropriate functioning of ependymal cells is fundamental to create and maintain the
neurogenic milieu of the germinal niche in the SVZ of rodent brain (Lledo et al,, 2008). In this
regard, since p73 is expressed in the ependymal cells (Hernandez-Acosta et al., 2011; Medina-
Bolivar et al., 2014), we hypothesized that p73 had a possible role in EC biology. In agreement
with our hypothesis, ependymal cell denudation in p73 deficient mice has recently been described
(Medina-Bolivar et al 2014), although the nature of the ECs defects have not been described.
Previous results from our group (Gonzalez-Cano, Tesis Doctoral, 2013) indicated that p73 ablation
did not result in less S100B+ cells, but rather in ECs immaturity with the consequent cellular
disorganization in the VZ and loss of brain ventricular integrity. One of the hallmarks of the p73
deficient brain is the presence of immature ECs that express GFAP and had the basal bodies
clustered in deuterosomes. These immature ECs fail to organize into neurogenic pinwheels,

disrupting p73KO-SVZ cytoarchitecture and thus, niche structure and function (Kokovay et al.,
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2012). These features are maintained in the adult p73KO VZ, suggesting that the EC maturation
was halted and confirming that p73 deficiency results in a deregulation of the transition process
from RGC to ependymal and B-cells, leading to the emergence of aberrant cells with abnormal

intermediate identities within the lateral wall of the ventricle.
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Figure 45. Lack of p73 impairs translational planar cell polarity in ependymal cells. Confocal Z-stacks images of
lateral ventricle wall wholemounts from the indicated age and phenotype immunostained for b-catenin (green, a, b or
blue, c) and ctubulin (red). (a) P15-WT ECs, but not the p73KO, were organized in pinwheel structures (yellow lines) and
displayed translational PCP with cilia patches clustered on the “downstream” side of the apical cell surfaces, and oriented
with respect to the direction of CSF flow (white arrows). (b) p73KO multiciliated ECs had the basal bodies distributed
throughout the apical surface (white arrows) and showed different cilia clusters distribution: e.g. BB patches compacted
very tightly (yellow arrows) or multiple clusters (white lines). (c) Trace of the cell contour (green) and magpnifications of the
white line inserts (right panels). Lines from the cell center to the BB centroid show BB cluster’s angle displacement. Scale
bar: 20 Im. (d) Quantification of BB polarization (the relative distance between the geometric center of the apical surface
and the BB cluster centroid) (e) Angular distribution of vectors of BB displacement around the mean. In WT, the majority
of vectors were closely distributed showing the coordination of BB displacement among neighbor cells. In the absence of
p73, this coordination is lost, leading to a broader distribution.
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p73 deficient ependymal cells had an aberrant membrane morphology with pleats and
invaginations that could be the cause of their failure in establishing appropriate cell to cell
adhesions. This p73KO phenotype was also detected in the absence of p53 (DKO mice),
suggesting that p73-deficient effect is not due to an enhanced cell death resultant from p53
compensatory activation in the absence of the anti-apoptotic DNp73. Indeed, the ependymal layer
in the absence of p73, including in DKO, is pseudostratified and discontinuous indicating p73
requirement for brain ventricular integrity. In this regard, studies have demonstrated that
ependymal cell-cell adhesion regulates NSC activation under physiological and regenerative
conditions (Porlan et al., 2014). Thus, lack of cellular contacts in the p73KO SVZ could lead to

activation and subsequent depletion of the normally quiescent NSCs.

In P15 p73KO mice we detect monociliated cells (accounted by BB staining) that cannot be
identified as bona fide B1-cells (neural stem cells). These cells resemble the monociliated-small
apical surface radial glial cells observed in WT brains at early immature stages (P7) that did not
yet display GFAP expression. It is possible that in the absence of p73, only few RGC are capable
to progress into functional neural stem cells (GFAP expressing B1-cells), leading to a diminished
neural stem cell population in the SVZ. This lack of an appropriate pool of neural stem cells could
be the underlying mechanism of the impaired neurogenic capacity in p73KO mice brain. This
suggests that p73 is not only essential for neural stem cell maintenance (Agostini et al.,, 2010;
Fujitani et al, 2010; Gonzalez-Cano et al,, 2010; Talos et al, 2010), but also for the de novo
generation of neural stem cells during the postnatal generation of the neurogenic niche in mice
SVZ.1In agreement with impaired neurogenic function, p73KO lateral wall had a less dense network
of supra-ependymal axons, known to directly interact with NSCs to regulate neurogenesis (Tong
et al, 2014). These axons normally encircle the base of ependymal cilia tufts; therefore, their
reduction could be secondary to abnormal cilia generation and growth. It has been proposed that
glutamate provided by these axons may supplement metabolic pathways in multiciliated ECs in
order to fuel the energy demand of the ciliary beating (Robinson et al., 1996). Consistent with p73
requirement for the maintenance of the neurogenic niche function, our analysis revealed that
p73KO mice had significantly less proliferating neuroblasts and B cells than WT mice. This effect
it not due to p53-induced cell death since DKO mice also showed a significant reduction in these
cellular populations in the SVZ. These results support an impairment of neurogenesis and
probably a decrease in the number of new neurons that migrate to the OB. Thus, p73 deficiency

has a profound effect on SVZ maintenance and neurogenesis.

The most striking alteration of the p73KO brain is the profound defects in ECs planar cell

polarity. Our data strongly suggest that p73 is necessary for the primary cilia organization in RGCs,
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which orchestrates the planar polarized architecture of both radial glia and their progeny
ependymal cells (Mirzadeh et al., 2010), and also for the establishment of ependymal tPCP.
Moreover, in the absence of p73 many ECs had basal body clusters but lacked cilia, or the number

of total cilia tufts was lower, indicating that p73 deficiency alters or delays ciliogenesis.

We demonstrate that p73 function is necessary to organize the basal bodies within
individual cells and, even though it is not required for basal body cluster displacement from the
center, it is essential for intercellular patch orientation, since the p73KO cells did not have a
common direction of displacement. Lack of basal body cluster orientation in p73KO ECs was
independent of the presence of cilia tufts, suggesting that p73 effect on PCP is upstream of
ciliogenesis. This is in agreement with reported observations that support the notion that PCP
signaling influences cilium, while definitive evidence for regulation of PCP signaling by cilium is
still missing (Gray et al.,, 2011). Many PCP core regulator genes like Cadherin EGF LAG Seven-Pass
G-Type 1-3 (Celsr 1-3), Frizzled Class Receptor 3 (Fz3), Van Gogh like1-2 (Vangl1-2) and
Disheveled1-3 (Dvl1-3) or Non-Muscle Myosin II (NMII) have also been implicated in cilia
development and function (Ibafiez-Tallon, et al. 2004; Lechtreck et al., 2008; Guirao et al., 2010;
Hirota et al,, 2010; Ohata et al., 2014). However, the mechanism of p73 regulation of PCP remains

elusive.

Our results show that lack of p73 results in profound defects in the timing of ependymal
cell maturation, and in the establishment of planar cell polarity, altogether affecting the correct
assembly of the neurogenic cytoarchitecture of the SVZ germinal center. These alterations could
be the subjacent mechanisms that lead to the hydrocephalus and defective neurogenic capacity
of the p73 deficient mice, highlighting the important role of p73 in brain development and brain

homeostasis.

1.4 MATERIAL AND METHODS

1.4.1 Mouse Husbandry, Genotyping and BrdU Treatment

Housing and animal experiments were conducted in agreement with European and Spanish
regulations on the protection of animals used for scientific purposes (Council Directive
2010/63/UE and RD 53/2013, respectively) with the appropriate institutional committee approval.
Mice heterozygous for Trp73 on a mixed background C57BL/6 x 129/sv)ae (Yang et al., 2000) were
backcrossed to C57BL/6, at least five times, to enrich for C57BL/6 background. Heterozygous
animals were crossed to obtain the p73KO mice. C57BL/6 p53 knockout mice (p53KO) were

previously described (Donehower et al,, 1992). To generate the double p73;p53 knock-out mice
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(DKO), heterozygous Trp73+/- animals were crossed with p53KO mice, obtaining the double
heterozygous mice, Trp73+/-; Tp53+/-. Then, double heterozygous were inter-crossed to
originate the DKO animals. Genotyping of adult animals was performed by PCR analysis as
described before (Yang et al., 2000; Flores et al., 2005). The thymidine analogue BrdU (Sigma, St.
Louis, MO) was administered intraperitoneal (90 mg/kg) in pulse injections every 2h, during 8h.

Male and female mice were used in the experiments.

1.4.2 Immunohistochemistry

Animals were fully anesthetized using an analgesic/anesthetic mixture of medetomidine
hydrochloride (Domtor®, Orion Corporation, Espoo, Finlandia) and ketamine (Imalgene® 500,
Merial, Duluth, GA). Medetomidine (1 mg/kg)/ketamine (75 mg/kg) euthanasic mixturewas
prepared in phosphate buffer saline (PBS) and injected intraperitoneally. Animals were euthanized
in agreement with European and Spanish regulations by transcardial perfusion with 0.1M PBS
supplemented with 1% heparin until the drained blood became clear, and then with ~20-40 mL

of fresh 4% paraformaldehyde (PFA) in 0.1M PBS, depending of the age of the animal.

After perfusion, brains were dissected and post-fixed overnight (o/n) in fresh 4% PFA in PBS
solution at 4°C. For cryopreservation, samples were incubated for 24 h in 30% sucrose/PBS
solution. Samples were then frozen in dry ice and stored at -80°C. A 30-mm-thick coronal sections
were prepared using a Microm HM450 sliding microtome (Thermo Scientific, Walthman, MA) and
stored in PBS supplemented with 0.05% sodium azide at 4°C. BrdU and Ki67 staining required
antigen retrieval for which sectionswere incubated in 2N HCl for 15 min at 37°C. Then, section
were washed and stained according to the published protocol (Gonzalez-Cano et al., 2010).
Sections were incubated with the indicated antibodies (Table 1). Confocal microscopy images
were obtained with Nikon Eclipse TE2000 confocal microscope (Nikon, Chiyoda-Tokyo, Japan) and
Olympus FluoView FV10i Confocal Laser Scanning Microscope (Olympus, Shinjuku-Tokyo, Japan).

Figures show single level representative pictures.

1.4.3 Isolation and Immunostaining of SVZ Wholemounts

Wholemounts of the lateral wall of the ventricles were dissected from 7, 15 and 160
postnatal mice. Animals were anesthetized and euthanized in agreement with European and
Spanish regulations and the brain was dissected and placed in cold 0.1M PBS. Dissection of the
WMs was made under the stereomicroscope as described (Mirzadeh et al,, 2010). WMs were
transferred ventricle side up to a 24-well plate with 4%PFA/0.1% Triton-X100 (Tx100), fixed o/n at
4°C and stored in 0.1M PBS at 4°C.
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WMs were incubated for 2h at room temperature in blocking buffer (0.1M PBS/10%
NDS/0.5% Tx100). Then, sections were incubated for 48h at 4°C with the appropriate primary
antibodies (Table 2) diluted in blocking buffer. Immunofluorescent detections were carried out
with Alexa Fluor (Invitrogen, Carlsbad, CA) or DyLight (Pierce, Whaltman, MA) and Cy2, Cy3, and
Cy5 (Jackson ImmunoResearch Laboratories, West Grove, PA) conjugated secondary antibodies.
DAPI (1 mg mL21) was used for nuclear counterstaining. Samples were analysed in an Olympus
FluoView FV10i confocal laser scanning microscope (Olympus, Shinjuku-Tokyo, Japan). Images

were acquired and processed using FV10-ASW 2.1 viewer software.

Table 2. Primary Antibodies Used for Immunohistochemistry

Antibody Host Dilution Manufacturer, Catalog Number
BrdU Mouse 1:200 Dako,-M0744

BrdU Mouse 1:500 BD Biosciences,-347583
3-Catenin Rabbit 1:100 Cell signaling,-9587
(-Catenin Mouse 1:100 BD Biosciences, 610153
Dex Goat 1:150 Santa Cruz Biotech,-SC8066
GFAP Chicken 1:500 Chemicon,-Ab5541

GLAST Rabbit 1:100 Tocris, 2064

IB4 Mouse 1:20 Sigma,-L2140

Ki67 Rabbit 1:100 Abcam,-ab15580

s1006 Rabbit 1:100 Dako,-Z0311

Ac-Tubulin Mouse 1:1000 Sigma,-T6793

y-Tubulin Goat 1:200 Santa Cruz Biotech,-SC7396
Vimentin Guinea Pig 1:500 Fitzgerald,-20R-VP004

1.4.4 Scanning Electron Microscopy (SEM)

Lateral wall isolated from P7 and P15 mice were fixed with 0.1M PBS/2% glutaraldehyde,
pH 7.2-7.4 at 48C. Then, samples were dehydrated through a series of aqueous ethanol solutions
(30, 70, 90, 96, and 100% ethanol) and finally dried with liquid CO2 (critical point at 8°C). To obtain
SEM images, samples were covered with a cycle of evaporation of gold atoms induced by argon
in vacuum conditions (0.05-0.07 mbar). SEM images were obtained using a JEOL Scanning
Electron Microscope (JEOL, Akishima-Tokyo, Japan). Images of the wholemounts were acquired

every 0.5 mm and maximum projection of three to five consecutive Z levels are shown.

1.4.5 Image Data Quantification and Statistical Analyses

For all the analyses, at least three independent mice from each genotype were considered.
Analysis of SVZ coronal sections was performed considering anterior, medial and posterior
sections. For each section, Z-stacks (20 mm) from at least six dorso-ventral regions along the wall
of the ventricle were acquired. To determine the numbers of positive cells, images were counted
approximately every 7 um ensuring that different cells were considered. The percentage of

positive or double positive cells was calculated relative to the total number of nuclei (DAPI
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staining) at each Z level. When comparing the number of B cells versus GFAP positive cells, the
number of GFAP and positive cells was first determined independently. Then, the percentage of
GFAP/Ki67 cells out of the GFAP positive was calculated. Quantification of GLAST cells refers to
the number of positive cells touching the ventricle relative to the analyzed lateral wall length

(linear measurement=130 um).

Wholemount image analysis was performed counting four non overlapping fields (130 ym
x 130 um) of every specified region and genotype. Images of the WM were acquired every 0.5
mm and maximum projections of three to five consecutive Z levels are shown. In some cases, due
to the cell heterogeneity depending on the region and the genotype, data are presented relative

to the total surface analysed.

A customized software developed by Wimasis (Wimasis GmbH, Munich, Germany) was used
to determine cell areas, percentage of cell polarization and angle displacement. Ten independent
representative images per genotype were analyzed. For cell polarization analysis, the contours of
ependymal cells and BB patches were defined and the relative distance between the geometric
center of the apical cell surface and the BB cluster centroid was determined and divided by the
cell radio. Angle displacement was determined relative to a reference angle for each microscopy

field by drawing a vector from the cell center to the cluster centroid (Boutin et al., 2014).

Comparison of the cellular populations that constitute the SVZ was carried out using a
Kruskal-Wallis test together with Dunn’s multiple comparisons test. For all the other analyses,
Mann-Whitney non-parametric tests were performed. Angle displacements were compared by
circular statistical analysis. Data were graphically represented using Oriana software (Kovach
Computing Services, Anglesey, Wales) and Watson's U? test was performed. Differences were
considered significant when P<0.05 (*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001) and all data are reported as

meanz+standard deviation of the mean (SD).
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CAPITULO II

p73 IS ESSENTIAL FOR TRANSLATIONAL PLANAR CELL POLARITY AND NON-MUSCLE
MYOSIN II ACTIVATION AND LOCALIZATION IN EPENDYMAL CELLS






2.1 ABSTRACT

Cell shape, tissue structure and the coordinated behavior across epithelial sheets are
established by the action of the planar cell polarity signaling pathway. In ependymal cells (ECs),
translational cell polarity (tPCP) is fundamental for coordinated cilia beating and correct
cerebrospinal fluid circulation. Planar cell polarity defects affect neurogenesis and brain
homeostasis and result in hydrocephalus. Here we unveil p73 as a novel regulator of tPCP in ECs
through the modulation of the activation of the actin-based motor protein, NMII, being p73
function essential for apical actin network assembly. Trp73 deficiency results in defective basal
body (BB) docking and altered localization of the BB-docking regulators Dishevelled2 and Rac1.
MLCK, the principal activator of NMII in ECs, is a direct transcriptional target of TAp73 and lack of
p73 results in decreased NMII activation and altered sub-cellular localization. In agreement, lack
of TAp73 results in altered tPCP and diminished and delocalized active-NMIL This new p73
function as regulator of ciliogenesis and translational PCP establishment, reveals p73 as an

architect of epithelial tissues.

2.2 INTRODUCTION

The specific orientation of cells within the plane of the tissue, named Planar Cell Polarity
(PCP), is an essential feature of animal tissues (Butler & Wallingford 2017). PCP is fundamental for
the generation of the appropriate shape and function of tissues and organs during embryonic
development and maintaining homeostasis in the adult tissues. It is well established that in
multiciliated epithelial cells (MCC), such as the ependymal cells (ECs), individual and coordinated
cilia orientation is fundamental for correct functioning (Butler & Wallingford 2017). In the brain,
PCP disruption results in dysfunctions of ependymal cilia and hydrocephalus (Boutin et al., 2014;
Ohata & Alvarez-Buylla, 2016). Thus, PCP signaling seems to be required for polarized beating of
motile cilia in a variety of tissues, including ECs (Wallingford and Mitchell, 2011). However, in
airway epithelia, PCP depends on MCC differentiation and ciliogenesis (Vladar et al., 2016).
Perhaps the intersection of PCP and ciliogenesis resides in the existence of common regulators of
these processes. In this regard, the p73 gene has been described as a key player in the
organization of ciliated epithelia, in trachea and ependymal cells (Gonzalez-Cano et al. 2016,
Marshall et al. 2016, Nemajerova et al. 2016) but also for PCP establishment in the latter (Gonzalez-
Cano et al, 2016).

p73 transcription factor belongs to one of the most important gene families in vertebrate

biology, the p53 family. The members of this p53 family, p53, p63 and p73, are important players
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in neural stem cell (NSC) maintenance and neurogenesis (Meletis, et al., 2006; Agostini et al., 2010;
Fujitani et al., 2010; Gonzalez-Cano et al., 2010; Talos et al., 2010) and brain neurogenic niche
cytoarchitecture (Gonzalez-Cano et al., 2016). The 7P73 gene can generate multiple isoforms, TA
and DNp73 variants, with different and, some time, antagonist functions (Engelmann et al., 2015).
The fundamental role of p73 in brain development and homeostasis is highlighteds by central
nervous system (CNS) defects of the Trp73-/- mice (p73KO from now on), which lack all p73
isoforms. These animals, show cranial hemorrhages, hippocampus dysgenesis and hydrocephalus
(Yang et al., 2000) but also alterations in the ependymal layer and germinal niche cytoarchitecture
(Gonzalez-Cano et al., 2016). While it is known that TAp73 acts as a central transcriptional
integrator of multiciliogenesis, directly controlling key ciliary regulators (Marshall et al., 2016;
Nemajerova et al, 2016), the mechanism underlining p73 control of PCP, or the isoform

responsible for this regulation, has not been addressed.

In rodents, ECs layer the wall of the lateral ventricle (LV) and, together with NSCs, form the
architecture of the sub-ventricular zone (SVZ) germinal centers (Mirzadeh et al., 2008). EC function
is essential for neurogenesis (Lim et al. 2000, Boutin et al. 2014) and cerebrospinal fluid (CSF)
circulation, and defects on ECs PCP can result in hydrocephalus, highlighting the important of
these cells in brain development and homeostasis (Ohata & Alvarez-Buylla, 2016). ECs are
generated from Radial Glia cells (RGCs) during late fetal development and after birth in a multistep
process initially orchestrated by the primary cilium and its basal body (BB) apparatus (Spassky et
al., 2005). ECs display two types of PCP: a unidirectional orientation of their motile cilia (rotational
polarity, rPCP) and an asymmetric localization of the cilia cluster at the apical surface (translational
polarity, tPCP). This polarization is also observed not only at single-cell level but also at tissue
scale (Mirzadeh et al., 2010). tPCP is first established at individual level during perinatal
development when RGCs increase their apical surface and develop clusters of newly generated
centrioles, future BBs, that will migrate to the cell surface in a process called apical docking (Guirao
et al., 2010; Jacquet et al., 2009). After birth, the individual BBs of multiciliated immature ECs will
acquire rotational polarity at individual and tissue level and translational PCP at tissue level (Guirao
et al.,, 2010). In this regard, lack of p73 abolishes ECs translational polarity (Gonzalez-Cano et al,,

2016), suggesting its role as tPCP regulator.

Translational and rotational PCP are regulated by distinct molecular mechanisms (Hirota et
al, 2010; Boutin et al., 2014), that are not fully elucidated. In this regard, non-muscle myosin II
(NMII) was demonstrated to be a key player of this process, its function is required for the
establishment of BB translational, but not rotational, polarity (Hirota el al, 2010). The translational

polarity of the cilia BBs described in ECs is also observed in kinocilia, in hair cells of the vertebrate
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inner ear, in node cilia and in lens fiber cells (Wallinford 2010), but not in multiciliated cells in the
mouse trachea or in embryonic frog skin, where cilia are distributed throughout the whole cell

surface (Ohata & Alvarez-Buylla, 2016).

NMII is an actin-binding protein central in the control of cell adhesion and tissue
architecture that consist of two heavy chains (non-muscle myosin heavy chains, NMHCs), a pair
of regulatory light chains (RLCs), and a pair of essential light chains (ELCs) (Vicente-Manzanares
et al., 2009). NMII have been detected in the cytoplasm of ECs and at the proximity of the BBs.
Whereas, NMII activity is regulated by the phosphorylation of its light and heavy chains by the
kinases Rho-associated protein kinase (ROCK) and myosin light chain kinase (MLCK), only MLCK-
dependent activation is essential for the establishment of this polarity in ependymal cells (Hirota

et al., 2010). Moreover, NMII ablated mice present hydrocephalus (Ma et al., 2007).

The causal relationship between ciliogenesis and PCP signaling is not fully unraveled, thus
it is unknow whether p73 regulates two independent pathways (ciliogenesis and PCP), or, if the
defects observed obey to alteration of a unique and interconnected process. Here, we unveil p73
as a novel regulator of ECs through the modulation of NMII activation, being p73 function
essential for apical actin network assembly. MLCK is a direct TAp73 transcriptional target thus lack
of p73 results in decrease NMII activation and altered sub-cellular localization. In consequence,
p73 deficiency affects apical actin networks resulting in defective BB docking and altered
localization of the BB-docking regulators Dishevelled (DvI2) and Rac1. Ependymal cell of TAp73KO
mice displayed altered translational polarity and low levels of activated-NMII, revealing this
isoform essential for translational polarity. However, TAp73-deficient ECs have altered BB docking
and less cilia density, indicating that, while this isoform is dispensable for axoneme formation in

ECs, is required for tPCP establishment and the correct ciliogenesis process.

2.3 RESULTS AND DISCUSSION

2.3.1 p73 regulates NMII activation inducing the expression of MLCK, correlating p73

expression with NMII activation /in vivo and in vitro

To elucidate the possible mechanisms by which p73 regulates the establishment of
ependymal tPCP (Gonzalez-Cano et al., 2016), we search published genome-wide expression
analysis (Marques-Garcia et al., 2009) of p73 overexpressing cells to identify possible targets. Our
quest revealed a significant upregulation of the NMII regulatory kinase, MLCK. Activation of NMII
by MLCK was reported to be essential for ependymal translational (Hirota et al., 2010). Thus, we

hypothesize that p73 could regulate tPCP at least in part, by controlling NMII activity. In
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accordance with this hypothesis, a p53 response element (p53RE) has been previously reported
within the human MLCK promoter (Ye and Ma 2008). Additionally, ChIP-seq analysis in human
SAOS-2 cells (Nemajerova et al., 2016; published in advance) revealed a TAp73 peak which could
correspond to a putative enhancer element (region 70681-70861 pb from NCBI Reference
Sequence: NG_029111.1, matching to intronic sequence upstream the exon that contains the

ATG).

To address p73 transcriptional regulation of MLCK gene we performed luciferase assay with
the p53RE identified (Figure 46, left pannel). Transcriptional assays in p53 deficient HCT116p cells
with the human pGL3-hMLCK(1Kb)-luc (Graham et al. 2006), demonstrated that TAp73 can
significantly activate p53RE (Figure 46, left panel). In the same assay, the transcriptional-inactive
mutant TAp73-292 had no effect while p53 and DNp73 had only weak activity (Figure 46, left

panel).

Next, Chromatin immunoprecipitation (ChIP) was carried out in p53-deficient, TAp73-
inducible cell line, Tet-ON-SAOS2-HA-TAp73 (Gift from Karen Vousden, Beatson Institute for
Cancer Research, Garscube Estate, Glasgow, UK). Crosslinked cellular extracts were IP using either
an anti-TAp73 or anti-HA specific antibodies, or, as negative controls, anti-p53 and isotopic (IgG)
immunoglobulins. Following pulldowns, the interacting DNA was quantitated by qPCR, using
primers specific for the p53RE in the hMLCK promoter region and the p73RE-enhancer. Then they
were compared to IgG-pulldown as background. ChIP assays revealed a significant interaction of
TAp73 with both sites (Figure 2, right pannels). Altogether demonstrating that MLCK is a direct
TAp73 transcriptional target and supporting the idea that p73 could regulate NMII activation.
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Figure 46. p73 binds directly to human MLCKregulatory elements. Luciferase assay in HCTp cells (left panel) and ChIP
analysis in inducible TAp73-Saos cells (reight panel). TAp73 isoform binds directly the hMLCK promoter or to aregulatory
elements and regulates its transcription.

Even though previously published ChIP-seq analysis of murine tracheal epithelium cell

culture (MTEC) (Marshall et al., 2016), did not detected p73 binding on the mouse MLCK promoter
(Marshall et al., 2016), sequence analysis with the JASPAR Core Vertebrata Database identified a
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strong p73RE in the region ~1800 bp from the ATG in Exon 1* (Herring et al., 2006; region between
positions 34702917-34702967; from Genomic sequence compilation on the UCSC genome
browser). Thus, to address direct p73 /n vivo interaction, ChIP assay was performed in WT and
p73KO mice brains. A significant interaction of endogenous of TAp73, but not p53, was observed
in WT but not in 73KO brain tissue (Figure 47), demonstrating the specificity of the interaction in

a physiological context.
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Figure 47. p73 binds directly to mouse MLCK regulatory elements. ChIP analysis in WT and p73KO brains. TAp73
isoform binds directly to the mouse MLCK promoter.

It is noteworthy that previous MTEC-ChIP-seq analysis (Marshall et al., 2016) revealed a p73
binding at -2709 bp upstream of the Myh9 TSS. Moreover, a robust increase (590—775 TPM
[transcripts per million]) was detected in WT MTECs after ectopic TAp73 expression (Figure 48 a
and b). Altogether suggesting that p73 could be regulating, not only the activation, but also NMII

levels.
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Figure 48. In silico analysis of p73RE in Myh9 promoter.

To further sought this, we analyzed M/ck and Myh9 expression levels in tissue form the
lateral wall of the lateral ventricle of P15 WT and p73KO mice brains and in WT or p73-deficient
induced pluripotent stem cells (iPSC) (Martin-Lopez et al, submitted). Quantitative RT-PCR
analysis indicated that lack of p73 correlated with significantly lower levels of M/ck and Myh9in

both systems (Figure 49). Western blot analysis in iPCS confirmed this correlation. However, one
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of the p73-deficient clones analyzed expressed MLCK at levels similar to WTs, indicating the

existence of p73-independent regulation of MLCK expression (Figure 49, western blot).
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Figure 49. p73 expresion correlates with MLCK mRNA expression. Quantitative analysis of p73 expression in mice
samples: lateral ventricle walls samples and in iPSCs culture. p73 expression correlates with MLCK mRNA levels /n vivoand
mRNA and protein levels in vitro.

To determine if p73 expression correlates with changes in NMII activation we used a specific
antibody against the phosphorylated form of myosin light chain (pMLC). We analyzed pMLC in
WT and p73KO-iPSCs. Z-stacks and lateral views of confocal microscopy images showed that WT
iPSCs expressed higher levels of pMLC, which was detected at the cellular junctions, colocalizing
with F-actin (Figure 50). However, in p73-deficient cells, low levels of pMLC were detected and is
mostly limited to the cytoplasm, losing F-actin co-localization (Figure 50 e, arrows). Moreover,
TAp73 induction in SAOS2-HA-TAp73 cells resulted in enhanced pMLC levels that colocalized with
cortical actin bundles (figure 50 e, right panel, arrows) as previously described (Totsukawa et al.,
2000). This result demonstrated TAp73 regulation of NMII activity and highlighted its connection

with the actin-cytoskeleton.
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Figure 50. p73 expression correlates with NMII activation in vitro. (a) p73KO iPSCs colonies show less pMLC than WT
colonies, where pMLC colocalize with actin cytoskeleton (a, arrows; pMLC, red; phalloidin, green). (b) TAp73 induction in
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Saos cells resulted in enhanced NMII activation that colocalized with cortical actin bundles (b, arrows; pMLC, red;
phalloidin, green). Scale bar: xxx

To investigate the functional correlation between physiological endogenous p73
expression and MLCK activity, we analyzed pMLC in ECs along the lateral wall of the ventricle in
coronal section of P15 WT and p73KO mice brains. pMLC junctional localization at the plasma
membrane was observed on the apical surface of the WT-ECs facing the ventricle (Figure 51,
arrows). However, p73KO ECs had less pMLC (arrows) supporting the idea that p73 function is

required for appropriate NMII activity /n vivo.

WT p-MLC2/B3-cat P73KO

Figure 51. p73 expression correlates with NMII activation in vivo. Coronal sections of WT and p73KO brains where
pMLC dots observed in WT were lost in p73KO mice (arrows; pMLC, red; Bcatenin, green; DAPI, blue).

2.3.2 p73 regulates tPCP throught the activation of NMII and is required for pMLC

distribution and association with basal bodies

Since NMII in an essential regulator of ependymal tPCP (Hirota et al., 2010), we sought to
analyze the effect of p73-deficiency on tPCP and in NMII activation and localization within these
cells. We visualized ECs in whole-mount (WM) dissections (Gonzalez-Cano et al., 2016), from WT
and p73KO mice, using anti pMLC to detect activated NMII, anti-Bcatenin to delimit the cellular
contour and anti-ytubulin to visualize the BBs of ECs. At perinatal day P1 the primary cilium of
many RGCs has become asymmetrically displaced, indicating that establishment of tPCP has
begun (Boutin et al., 2014; Mirzadeh et al., 2010). We quantify the displacement of the primary
cilia by measuring a vector from the cell center to the BB (Figure 52 a, white arrows). We also

analyzed 10-30 um? RGCs (Boutin et al,, 2014) and found that while some p73KO-RGCs had their
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BB off-centered by P1, there was a significant difference with the displacement observed in WT
cells (Figure 52 b). Thus, in the absence of p73, tPCP establishment, at single-cell level, is either

delayed or defective.
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Figure 52. Representative scheme and quantification of P1 BB displacement from cell centre. Cuantification of the
BB displacement from the cell centre in P1 RGCs were carry out using Image) software.

In WT cells, at this stage, pMLC is located at the plasma membrane in distinct puncta and
is less abundant in the cytoplasm (Figure 53). We observed a strong co-localization between pMLC
signal and the unique BB (Figure 53, magnification of confocal images, white arrows), suggesting
that activation of NMII at the proximity of the BB and at the plasma membrane might be
associated with tPCP establishment. Supporting this idea, p73KO cells, with less cilia displacement
at this stage (Figure 53), have lower levels of pMLC, both at the plasma membrane and within the
BB proximity.
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Figure 53. Lack of p73 result in less NMII activation in P1 RGCs. Confocal images (left panel) and magnification (right
panel) of WT and p73KO P1 LV, where pMLC signal in membrane and BB colocalization (arrows) observed in WT is lost in
the absence of p73 (arrows)
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As reported, P15 WT-ECs had their BBs organized in tight clusters which are displaced
towards the anterior region of the apical surface in a coordinated way among neighbor cells
(Figure 54 a, arrows), indicating that individual tPCP, as well as tissue polarization, has been
established at this stage. In these animals, pMLC displayed a planar polarized distribution in two
cellular compartments of the ECs: 1) it localizes in puncta at the cellular membrane, close to the
BB cluster (Figure 54 a, dotted square), and 2) it is tightly associated to the BBs within the cilia
patch (Figure 54 a, arrows). A close observation of the BBs lattice in orthogonal sections of
confocal Z-stacks images revealed that in WT-BB patches pMLC signal (Figure 54 ¢, green arrows)
was adjacent to ytubulin (red arrows). This result confirmeding the observation that NMII was
highly expressed in the immediacy of ECs BBs (Hirota et al., 2010), and advocating the idea that it
plays a fundamental role in the polarization of these cells. As previously reported (Gonzalez-cano
et al 2016), In agreement with p73 requirement for the establishment of tPCP (Gonzalez-Cano et
al., 2016), most p73KO ECs lack tPCP and their BBs are scattered throughout the apical surface
(Figure 54 a, solid arrows), only few cells had clustered and displaced BB patches (dotted arrow).
In most p73KO cells pMLC is absent from the plasma membrane cluster (Figure 54 a, dotted
square) and found all through the cytoplasm (Figure 54 a, white arrows). Indeed, quantification of
the number of pMLC puncta at the plasma membrane, or the puncta average intensity, revealed
a significant decrease of membrane activated NMII in p73KO (Figure 54 d). However, in the few
p73KO cells with displaced BB cluster, pMLC localizes asymmetrically in puncta at the cellular
membrane (Figure 54 a and b, dotted arrow), suggesting the pMLC asymmetric localization at the
intercellular junctions might play an important role in translational polarity maintenance. In this
regard, it has been reported that MLCK influences cortical localization of NMII, which seems to
function as a cortical organizer to concentrate E-cadherin to zonula adherents (Smutny et al,
2010). Thus p73, through NMII regulation, might be a modulator of the functional interaction
between cell adhesion and actin cytoskeleton, functioning as an epithelial organizer and helping

to establish tPCP.
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Figure 54. Lack of p73 result in less NMII activation in P15 ECs. (a) Lack of p73 results in less accumulation of pMLC in

puncta membrane and (b) less cololalization with BB

2.3.3 p73 is required for actin cytoskeleton assembly and correct BB docking in ECs

To seek the effect of p73 deficiency on NMII activity and the actin cytoskeleton, we
examined F-actin distribution in P15 WT and p73KO WMs. In accordance with previous description
(Boutin et al., 2014), WT ependymal cells displayed a polarized and organized apical actin
meshwork between the BBs (Figure 55 a and b, arrows) and some loose cortical phalloidin staining
(Figure 55 a and b, arrowheads). These actin networks, which provide regular BB spacing and are
essential for global coordination of cilia polarity (Werner et al.,, 2011), appear to asymmetrically
anchor pMLC puncta in the plasma membrane (Figure 55 b, dotted arrows), suggesting that the
activated NMII could be playing a role in the organization and polarization of actin meshwork,
and concomitantly, the BBs clusters. In contrast, p73KO cells exhibited a lax cytoplasmic actin
staining (Figure 55 a and b, arrows) which is not connecting with pMLC membrane puncta (Figure
55 b, dotted arrows). In p73KO cells, F-actin is strongly associated with cell junctions at the plasma
membrane (Figure 55 a and b, thick arrows), a feature of RGCs (Boutin et al., 2014), this may be a
reflection of their aberrant maturation (Gonzalez-Cano et al., 2016) or a reflection of their altered

actin dynamics.
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Figure 55. Lack of p73 results in a lost of apical actin network organization. Confocal images of WT ECs show a
polarized apical actin network between BBs (a and b, arrows) and some cortical staining (a and b, arrowheads). In the
absence of p73, ECs show some citoplasmatic lax actin meshwork (a and b, arrows) which is not connecting with pMLC
membrane puncta (b, dotted arrows). F-actin is strongly associated with cell junctions (a and b, thick arrows). Scale bar: 10
um (a), 5 um (b).

Our experiments show that lack of p73 results in blunted NMII activation leading to failure
of apical actin meshwork assembly. Polarized actin networks are essential to transport apically
the newly formed BBs to the plasma membrane, where docking occurs (Vladar & Axelrod 2008).
Moreover, docking defects have been reported in p73 deficient multiciliated cells of the trachea
(Nemajerova et al., 2016). Thus, we sought to analyze the effect of p73 deficiency on ependymal
BB docking. In WT-ECs, BBs were clearly identified by discrete ytubulin signal which were regularly

and aligned with the plasma membrane (Figure 56). This apical localization was lost in p73KO cells,

where numerous BBs were scattered and deeply located within the cytoplasm (Figure 56).
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Figure 56. Lack of p73 results defective BB docking. Confocal images (a cell/field) with orthogonal projection show
that the organization of BB in the apical membrane in WT ECs is lost in the absence of p73. Quantification of cell with BBs
totally docked at apical cell membrane.

We next analyzed Dishevelled2 (Dvl 2) and Rac1 localization as a readout of the extent of
BB docking defects due to their suggested role in BB planar polarization and requirement for actin
assembly and basal body docking in ECs (Park et al., 2008). As reported previously (Ohata et al,,
2014, Hirota et al.,, 2010), DvI2 had a planar polarized distribution (Figure 57), localized to the
rootlet of motile cilia (right panel, arrows). On the other hand, Rac1, which is activated by Dvl and
controls basal body docking (Epting et al., 2015), was localized at the top of the BBs (Figure 58 a,
arrows) following a coordinated polarized pattern across the tissue plane in WT ECs. In
consonance with its function at sites of actin reorganization (Albertinazzi et al., 1999), Rac1 was
detected at the base of the axoneme (Figure 58 b, arrows) in a region probably corresponding to
the ciliary pocket, a proposed interface with the actin cytoskeleton and a platform for vesicle

trafficking (Molla-Herman et al., 2010).
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Figure 57. BB docking defects in p73 deficient cell correlates with mislocalization of Dvl. Confocal images and
orthogonal projections show that in WT ECs Dvl is located at the bottom of BBs (arrow), but this localization is lost in the
absence of p73.
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In the absence of p73, DvI2 had lost its polarized distribution and did not colocalize with
BBs (Figure 57, right panel, arrows). Moreover, in the context of p73 deficiency, Rac1 expression
was disorganized and not all the BB appear to be associated to Rac1 (Figure 58 a, arrows). As
previously published (Gonzalez-Cano et al, 2016), cilia dysfunction was patent in p73KO LW,
where many ECs had no cilia (figure 58 b, arrowheads), and the observed cilia displayed an
abnormal organization when compared with WT ventricles (figure 58 b, arrowheads) which were
layered with mature ECs displaying compact and coordinately oriented cilia clusters on their apical
surfaces. Moreover, in p73KO cells Rac1 localization within the cilia was not restricted to the ciliary
pocket being scattered throughout the axoneme (Figure 58 b, arrows). Altogether demonstrating
p73 requirement for apical actin networks assembly, BB docking and the correct polarized

localization of the BB regulators.
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Figure 58. Lack of p73 results in mislocalization of Rac-1. Confocal images and orthogonal projections show Rac
localization between BB and ciliary axoneme in WT ECs (a and b, arrows). While WT ECs present a patch of cilia (b,
arrowheads,) cilia dysfunction is patent in p73KO ECs since many of them have no cilia (b, arrowheads). In the absence of
p73, rac localization is not only within cilia axoneme (b, arrows). Scale bar: 10 um (a and b, left panels), 5 ym (a and b, right
panels, magnifications).
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2.3.4 Specific TAp73 knockout results in a milder ciliary phenotype than the total
p73KO with altered tPCP, lower levels of p-MLC and impaired docking

To determine if TAp73 was the isoform required for the modulation of NMII activity and
tPCP establishment in vivo, we performed confocal microcopy analysis of P21 TAp73KO (Tomasini
et al., 2008) WMs preparations. As expected, TAp73 deficient ECs showed lower levels of activated
NMII that have lost its asymmetrical localization, compared to control (Figure 59 a, arrows).
Congruently, they had lax actin staining, and lost the polarized actin-networks observed in the WT

ECs (Figure 59 b, arrows).
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Figure 59. Lack of TAp73 afects NMII activation, actin network organization, docking, tPCP and ciliogenesis.
Confocal images of WT and TAp73KO ECs show that TAp73KO ECs present less activation of NMII in cytoplasm and in
membrane puncta (a, arrows). Moreover, apical actin cytoskeleton is altered (b, arrows) and therefore basal bodies docking
(c) and tPCP (d) is defective. In addiction, ciliogenesis of TAp73KO ECs is affected (e). Scale bar: 5 um
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These defects in apical actin networks are reflected in defective BB-docking in the absence
of TAp73 (Figure 59 c) and lack of translational polarity (Figure 59 d-e). WT ECs at this stage
displayed all its BB clusters compacted and coordinately polarized (Figure 59 d, arrows), all
accompanied by organized cilia tufts (Figure 59 e, arrowhead). However, TAp73KO cells have their
BBs either scattered throughout the apical surface (Figure 59 d, arrowheads), or in non-polarized
clusters (Figure 59 d, arrow), with disorganized cilia tufts (Figure 59 e arrowheads). In many
occasion TAp73-deficient cells lacked ciliary axoneme (Figure 59 e, yellow arrows), altogether
indicating that lack of TAp73 is sufficient to produce ciliary defects and alterations in translational
PCP, both at individual cell and tissue level. Nevertheless, the phenotype observed was less
aggressive that the one observed in the total p73KO mice, indicating that either DNp73 can also
play a role in these processes or the existence of compensatory signaling pathways in the absence

of TAp73.

In the brain, disruption in PCP establishment results in dysfunctions of ependymal cilia and
hydrocephalus (Boutin et al., 2014; Ohata & Alvarez-Buylla, 2016), implicating that PCP signaling
could be upstream of cilia formation. However, it has been also documented that when
ciliogenesis is disrupted in RGCs, clustering polarization of ependymal cilia is impaired, indicating
that primary cilia is necessary for tPCP (Mirzadeh et al, 2010). Thus, whether p73 regulates
independently both processes, or if those p73-regulated pathways are interconnected, remains to

be resolved.

Activation of NMII by MLCK is essential for ependymal tPCP (Hirota et al., 2010), here we
demonstrate that p73 isoform, TAp73, is a master regulator of tPCP since MLCK is one of its direct
transcriptional targets. Moreover, we detect this tPCP-misregulation in the absence of p73 in both
monociliated RGC and multiciliated ECs. As published (Totsukawa et al, 2000), we observe
activated NMII and cortical actin bundles colocalization. NMII is a cortical organizar since it
regulates E-cadherin concentration at zonula adherents (Smutny et al., 2010). Therefore, p73 could
act as a modulator of the relation between cell adhesions adn actin cytoeskeleton, functioning as
an epithelial organizer. Moreover, actin network is a essential for basal bodies polarity (Werner et
al., 2011) and docking (Vladar and Axelrod, 2008), thus lack of p73 alters the correct BB docking
in apical membrane, at least in part, throught the regulation of actin network and NMII activation.
Accordingly, both BB-docking regulators DvI2 (Park et al.,, 2008, Ohata et al., 2014; Hirota et al.,,
2010) and Rac1 (Epting et al., 2015) present an altered localization in the absence of p73 compared
with WT.
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We also reveal that Tap73 isoform is the key regulator of the modulation of NMII activity
by MLCK and tPCP establishment /n vivo, since we observe an altered tPCP in the absence of
TAp73. Moreover, lack of TAp73 also affects actin cytoskeleton and localization of Rac1 and Dvl2
docking-regulators, giving rise to a defective BB-docking. Althought the lack of cilia is not so
agressive than in p73KO animals, TAp73KO animals also present a milder phenotype: cells with
plenty of cilia, cells with less cilia or even cells with no cilia at all; indicating that ciliogenesis is also
affected in the absence of TAp73. Interestingly, TAp73KO cells that have cilia, present an altered

rPCP, indicating that the establishment of PCP and ciliogenesis are independent processes in ECs.

The article unveils p73 as a novel regulator of tPCP in ependymal cells through NMII
activation and the consequent apical actin assembly, linking p73 function to actin-cytoskeleton
remodeling, ciliogenesis and PCP establishment. However, since translational and rotational PCP
are regulated by distinct molecular mechanisms (Hirota et al., 2010; Boutin et al.,2014), it will be
important to investigate whether p73 also modulates PCP-core signaling pathways that control

rotational polarity.

2.4 MATERIAL & METHODS

2.4.1 Mouse Husbandry and Genotyping

Animal experiments were conducted in agreement with European (Council Directive
2010/63/UE) and Spanish (RD 53/2013) regulations on the protection of animals used for scientific
purposes with the appropriate institutional committee approval. Mice heterozygous for Trp73 on
a mixed background C57BL/6 x 129/sv]ae (Yang et al., 2000) were backcrossed to C57BL/6, at least
five times, to enrich for C57BL/6 background. Heterozygous animals were crossed to obtain the
p73KO mice. Genotyping of adult animals was performed by PCR analysis as described before

(Yang et al,, 2000; Flores et al., 2005). Male and female mice were used in the experiments.

2.4.2 Cell culture

Mouse WT and p73KO iPSCs (Martin-Lopez et al, 2017) were cultured over feeder cells.
Feeder cells were obtain from WT MEFs and were mitotically inactivated with mitomycin C (Sigma-
Aldrich, M4287) 10ug/mL in MEF medium (table 2), during 2h at 37°C. Feeder cells were seeded
at 2:108 cells/cm? in iPSCs medium (table 4) 12h before iPSCs culture. iPSCs were cultured
changing medium every day and they were subcultured every two days (5-10* cell/cm?) in 6-well
plates, seeding iPSCs over feeder cells again. For immunofluorescence staining, iPSCs (5-10*
cell/cm?) were seeded in 24-well plates with coverslips on the bottom of the well. Fixation with

3.7% PFA was carried out at RT during 15 min 24h after seeding.
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TAp73-inducible Saos-2 cells, kindly provided by Dr. Karen Vousden (Cancer Research UK
Beatson Institute, Glasgow), were cultured in Saos-2 medium (Table 4). Cells were seeded (3-10*
cells/cm?) in 24-well plates with coverslips on the bottom of the well. These cells were treated 24h
after seeding, with 2.5 ug/ml of doxycycline (Melino et al., 2003) during 48h. Fixation with 3.7%

PFA was carried out at RT during 15 min after treatment.

Table 3. Culture media

Cell line Composition & final concentration
RPMI
15% FBS
2mM L-Glutamine
100 U/mL penicillin-0.1 mg/mL streptomycin
DMEM
15% FBS
2mM L-Glutamine
100 U/mL penicillin-0.1 mg/mL streptomycin
DMEM
15% FBS
2mM L-Glutamine
iPSCs 1TmM non-esential aminoacids
1mM sodium piruvate
0.1 mM B-mercaptoethanol
1000U/mL ESGRO/LIF
DMEM
MEFs 15% FBS
2mM L-Glutamine

HCT116p cells

Saos cells

Catalog number
Sigma-Aldrich, R1640
Sigma-Aldrich, F7524

Gibco, 2503
Sigma-Aldrich, F4333
Sigma-Aldrich, D5671
Sigma-Aldrich, F7524

Gibco, 2503
Sigma-Aldrich, F4333
Sigma-Aldrich, D5671
Sigma-Aldrich, F7524

Gibco, 2503

Gibco,11140

Gibco, 11360

Gibco,31350
Chemicon, ESG1107
Sigma-Aldrich, D5671
Sigma-Aldrich, F7524

Gibco, 2503

2.4.3 RNA isolation and real-time RT-PCR analysis

Total RNA was extracted with TRI reagent (Ambion, Austin, TX, USA) and cDNA was
prepared using High Capacity RNA-to-cDNA kit (Applied Biosystems, Carlsbad, CA, USA)
according to the manufacturer's instructions. MLCK and Myh9 expression was detected by qRT-
PCR in a StepOnePlus Real-Time PCR System (Applied Biosystems) using FastStart Universal SYBR
Green Master (Roche, Basel, Switzerland). Primer sequences are described in Table 3 and gRTPCR
conditions were described before (Tomassini R. et al, 2008). The expression levels of mRNA were

expressed as 2ACt and normalized to 18S.

Table 4. gRT-PCR primers

Gene Specie Sequence Reference

mouse Fw 5'-AGTTCCAGCACATTTTGCGAG-3' Grespi & Melino, 2012
mouse Rv 5'-TCATCCTCCGTGAGTTCTCCA-3" = Grespi & Melino, 2012
mouse Fw 5'-TGGGGGACGTGAAACTGTTTG-3"' Primer Bank Database
mouse Rv 5'-GGGGCAGAATGAAAGCTGG-3'  Primer Bank Database
mouse Fw 5'-GGCCCTGCTAGATGAGGAGT-3" Primer Bank Database
mouse Rv 5'-CTTGGGCTTCTGGAACTTGG-3'  Primer Bank Database

18S
MLCK

Myh9
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2.4.4 Western Blot analysis

Immunoblot was performed as previously described (Fernandez-Garcia et al., 2007) with
the following primary antibodies: rabbit anti-MLCK [EP1458Y] 1:5000 (AbCam, ab76092) and
rabbit anti-actin (20-33) 1:10000 (Sigma-Aldrich, A5060), followed by the appropriate HRP-
conjugated secondary antibodies (Pierce, Waltham). The enhanced chemiluminiscence was

detected with Super Signal West-Pico Chemiluminiscent Substrate (Pierce, MA, USA).

2.4.5 Luciferase assay

HCT116p cells (6-10°) were seeded in 24-well plate in HCT medium (table 4). They were
transfected with 0.125 ug of the reporter luciferase pGL3-hMLCK(1Kb)-luc described in Vallen-
Graham W. et al, 2006 / gift from Dr. Jerrold Turner (University of Chicago) plus 0.0625 pg pRLNull
and 0.3, 0.6 and 0.8 pg of either pcDNA3-HA-TAp73, pcDNA3-HA-292TAp73, pcDNA3-HA-ANp73
and pcDNA3-HA-p53 expression vectors. Transfection was carried out using X-tremeGENETM HP
DNA Transfection Reagent (Sigma Aldrich) following the manufacturer's protocol. Cellular extracts
were prepared 24 h after transfection and luciferase activity was assayed using the Dual-Luciferase
Reporter System (Promega). Measurements were taken in a Berthold's luminometer and were

normalized by the values of the Renilla luciferase of the same sample.

2.4.6 ChIP (Chromatine Immunoprecipitation)

ChIP analysis was carried out as previously described (Martin-Lépez et al,, 2017; Vaque et
al., 2008). Briefly WT and p73KO brains [Fig. 1(C)], or cell pellets (20 millions) of TAp73-inducible
Saos-2 cells [Fig. 1(B)] were used for ChIP. Samples were fixed with 1% formaldehyde for 10 min
at room temperature. The reaction was stopped by addition of 0.125 mM glycine for 10 min at
room temperature and cells were washed with PBS and lysed in 0.7% SDS lysis buffer. Cross-linked
chromatin was fragmented by sonication to an average size of 400 bp using a Bioruptor®
sonicator (Diagenode, Liege, Belgium). Chromatin was immunoprecipitated with the following
antibodies: anti-HA (Santa Cruz Biotechnology, TX, USA) and anti-p53 (Santa Cruz Biotechnology,
TX, USA). Antibodies and cell lysates were incubated overnight at 4°C prior to the addition of
protein G-coupled magnetic beads (Dynabeads, Invitrogen) for 4 h at 4°C. Negative controls were
prepared by incubating parallel samples with non-immune rabbit IgG and anti-HA (Santa Cruz
Biotechnology, TX, USA) antibodies.

The protein-DNA cross-links were reversed in elution buffer (1% SDS and 50 mM Tris-HCl),
followed by RNase treatment overnight at 65°C. The eluted material was incubated with

proteinase K for 3 h at 45°C, and the DNA was purified using the QIAquick PCR purification kit

102



(Qiagen, Hilden, Germany). Real time gPCR was performed using SYBR Green PCR kit (Bio-Rad,
CA, USA) in a StepOnePlus Real-Time PCR System (Applied Biosystems, Carlsbad, CA, USA). The
signals were normalized to the input (non-immune rabbit IgG immunoprecipitation). Primers

encompassing the p53-RE in the human MLCK promoter were as follows:

5'- CATGTCACCGAAGCCAGATC and 5'- GACAGACGCAGAACCATGAC (amplicon, 192bp) [Fig.1(B),
upper pannel]
5'- GAGTTGTGGTTTGCCGTGTT and 5'- AGCACTTTGGGAGGCCAAG (amplicon, 83bp) [Fig.1(B),
lower pannel]

5'- TTGAGTGTCCAGTGGTGCTC and 5'- ACACTTGGGAGCAACCAAAA (amplicon, 169bp) [Fig.1(C)]

2.4.7 Sequence analysis

In sifico prediction of putative p73-response elements within the mouse M/ck gene was
performed using the open-access database for eukaryotic transcription factor binding profiles
JASPAR (Mathelier et al.,, 2015). Matrix models MA0861.1 and MAO0525.1 were applied for the
mouse Mick gene and for the analysis of the ChIP-Seq peak detected in the human MLCK gene,

respectively. Only the sites with a score over 9.0 were selected for further in vitro analysis.

2.4.8 Immunohistochemistry

Animals were fully anesthetized using an analgesic/anesthetic mixture of medetomidine
hydrochloride (Domtor®, Orion Corporation, Espoo, Finlandia) and ketamine (Imalgene® 500,
Merial, Duluth, GA). Medetomidine (1 mg kg-1)/ketamine (75 mg kg—-1). Euthanasic mixture was
prepared in PBS and injected intraperitoneally. Perfusion was carried out with 0.1M PBS
supplemented with 1% heparin until the drained blood became clear, and then with ~20-40 mL

of fresh 4% PFA in 0.1M PBS.

After perfusion, brains were dissected and were post-fixed overnight (o/n) in fresh 4% PFA
in PBS solution at 4°C. For cryopreservation, samples were incubated for 24 h in 30% sucrose/PBS

solution. Samples were then frozen in dry ice and stored at —80°C.

Several 30-pm-thick coronal sections were prepared using a Microm HM450 sliding
microtome (Thermo Scientific, Walthman, MA) and stored in PBS supplemented with 0.05%
sodium azide at 4°C. Then, sections were washed and were stained according to the published
protocol (Gonzalez-Cano et al., 2010). Sections were incubated with the indicated antibodies
(Table 5). Confocal microscopy images were obtained with Nikon Eclipse TE2000 confocal

microscope (Nikon, Chiyoda-Tokyo, Japan). Figures show single level representative pictures.
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2.4.9 Isolation and immunostaining of wholemounts of the lateral wall of the

ventricles

Wholemounts (WMs) of the lateral wall of the ventricles were dissected from 1, 15 and 30
postnatal day mice. Animals were euthanized in agreement with European and Spanish
regulations and the brain was dissected and placed in cold 0.1M PBS. Dissection of the WMs was
made under the stereomicroscope as described (Mirzadeh et al., 2010). WMs were transferred
ventricle side up to a 48-well plate and fixed with 4% PFA o/n at 4°C or with freeze methanol 15

min at -20°C.

4% PFA fixation: WMs were incubated for 1 h at room temperature in blocking buffer (0.1M
PBS/10% NDS/0.5% Tx100). Then, they were incubated for 24 h at 4°C with the appropriate
primary antibodies (Table 3) diluted in blocking buffer. WMs were washed three times during 20
min with 0.1TM PBS/0.1% Tx100 and incubated 24 h at 4°C with secondary antibodies (Table 5)
diluted in blocking buffer.

Metanol fixation: WMs were incubated for 30min at room temperature in blocking buffer
(0.TM PBS/10% NDS/0.1% Tx100). Then, sections were incubated for 1h30min at room
temperature with the appropriate primary antibodies (Table 3) diluted in blocking buffer. WMs
were washed three times during 5 min with 0.1M PBS/0.1% Tx100 and incubated 1 h at room

temperature with secondary antibodies (Table 5) diluted in blocking buffer.

Immunofluorescent detections were carried out with Alexa Fluor (Invitrogen, Carlsbad, CA)
and Cy3 (Jackson ImmunoResearch Laboratories, West Grove, PA) conjugated secondary
antibodies. DAPI (1pg/mL) was used for nuclear counterstaining. FluoromountG Electron
Microscopy Sciences (EMS 17984-25) was used as mounting media. Samples were analysed in a
Zeiss LSM800 Confocal Laser Scanning Microscope. Images were acquired and processed using

ZEN blue software.

Table 5. Primary and secondary antibodies and phalloidin stainig used for immunostaining
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Antibody Host Dilution Manufacturer Catalog Number

pMLC T18/S19 rabbit 1/200 Cell signaling 3674
yTubulina (C20) goat 1/200 Santa Cruz sc-7396
Dvi2 rabbit 1/201 Santa Cruz sc-13974
Rac1 mouse 1/200 Merk 05-389
aTubulin mouse 1/200 AbCam ab7291
pCatenin mouse 1/200 BD transduction lab. 61053
pCatenin rabbit 1/200 Cell signaling 9587
Antibody Host and Reactivity Dilution Manufacturer Catalog Number
Alexa Fluor 488 donkey anti mouse 1/1000 Molecular Probes A21202
Alexa Fluor 488 donkey anti rabbit 1/1000 Molecular Probes A21206
Alexa Fluor 594 goat anti rabbit 1/1000 Molecular Probes A11012
Alexa Fluor 568 donkey anti goat 1/1000 Molecular Probes A11057
CyTM3-conjugated donkey anti goat 1/1000 Jackson ImmunoResearch 705-165-147
Alexa Fluor 647 goat anti rabbit 1/1000 Molecular Probes A21244
Alexa Fluor 647 donkey anti goat 1/1000 Molecular Probes A21447
Phalloidin staining Dilution Manufacturer Catalog Number
phalloidin-488 1/100 in 2*™ Ab solution Molecular Probes A12379
phalloidin-TRICT 1/100 in 2*™ Ab solution Sigma Aldrich P1951

2.4.10 Image Data Quantification and Statistical Analyses

For all analyses, at least five independent mice from each genotype were considered.
Wholemount image analysis in Figure 2(A) was performed with ImageJ) software counting four
non overlapping fields (50 um x 50 pm) of each animal. Images of P1 WMs were acquired every
0.3 uym and maximum projections of four consecutive Z levels are shown. Wholemount image
analysis in Figure 2(D) was performed with ZEN blue software in six non overlapping fields
(1cel/field) of each animal counting the number and measuring the intensity of pMLC dots in

membrane region. Images of the WM were acquired as a single level with AiryScan ZEN blue

software.

Statistical analysis were performed with GraphPad Prism 7.02 (GraphPad Software, Inc.,
San Diego, CA). For the docking experiments, a contigency analysis was carried out; for all the
other comparisons, Mann-Whitney non-parametric tests were applied. All data are reported as
mean * standard error of the mean (SEM). Differences were considered significant when p < 0.05

(*p < 0.05, **p < 0.01, ***p< 0.001).
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CAPITULO III

p73 IS REQUIRED FOR ASYMMETRIC LOCALIZATION OF PCP CORE PROTEIN VANGL2
THROUGH THE ESTABLISHMENT OF MICROTUBULES POLARIZED NETWORKS IN
EPENDYMAL CELLS
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3.1 ABSTRACT

The correct orientation of cilia movement is depending on the correct localization of core-
PCP proteins in membranes. In ependymal cells, this coordination is fundamental for the CSF flow.
Ablation of core-PCP components lead to hydrocephalus. Here we unveil p73 as a regulator of
core-PCP components localization. In the absence of p73, the core PCP proteins lose its
membrane localization. It has been described that PCP core proteins establishment is downstream
of ciliogenesis in trachea cells. Here we demonstrate that PCP core proteins membrane
localization is independent of multiciliogenesis. Moreover, it has been reported the involvement
of microtubule cytoskeleton in the asymmetric localization of core proteins. We observe that
microtubule structure and polarization is affected in the absence of p73 both /n vitro and /n vivo.
All these data reveal not only a new role of p73 in the establishment of ependyma polarity but

also in the regulation of organization and dynamics of microtubule cytoskeleton.

3.2 INTRODUCTION

Multiciliate epithelial cells perform important functions in vertebrates and ciliary defects
like abnormal cilia assembly, motility, or defective polarity, are associated with a range of human
diseases, such as to infertility, situs inversus, primary ciliary dyskinesia or hydrocephaly (Badano

et al., 2006; Kishimoto and Sawamoto, 2012).

In the brain, multiciliated Ependymal cells (ECs), which layer the lateral ventricle wall, are
required for CSF circulation and neurogenesis (Boutin et al., 2014) and promote self-renewal of
neural stem cells (Lim et al., 2000; Chmielnicki et al., 2004; Ramirez-Castillejo et al., 2006; Andreu-
Agullo et al,, 2009). To fulfill their function, ECs most establish Planar cell polarity (PCP), which
orients the cilia of a given cell in the plane of the epithelium, enabling their concerted beating,
but also coordinates this polarization across the whole tissue. Thus, EC ciliary function is
dependent upon the establishment of PCP. The primary cilia polarized position on the apical
surface of the ependymal cell precursors, the radial glia cells, orchestrates the planar polarized
architecture of both the radial glia and their EC progeny (Mirzadeh et al., 2010a). EC cilia display
two types of PCP: the rotational polarity (rPCP) which refers to the common orientation the basal
bodies within each multi-ciliated cell, and the translational polarity (tPCP) which is defined by the
basal body cluster anterior position on the cell apical surface, (Mirzadeh et al., 2010a). The
rotational polarity is coordinated between adjacent cells with cilia that point to a common

direction (Boutin et al., 2014). ECs are generated from RG in a multistep process orchestrated by
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the primary cilium and its basal body apparatus (Spassky et al., 2005). Disruption of RG primary
cilium orientation, as well as defects in PCP establishment, results in dysfunctions in ependymal
cilia and their directional beating. Moreover, EC motile cilia function is profoundly affected during
stroke, highlighting the relevance of ciliary function in brain physiology and thus, its therapeutic

implications.

Translational and rotational PCP are regulated by common as well as distinct molecular
mechanisms (Hirota et al,, 2010; Boutin et al., 2014). In rodents, many mammalian genes like the
core-PCP regulator proteins, Cadherin EGF LAG Seven-Pass G-Type 1-3 (Celsr 1-3), Frizzled Class
Receptor 3 (Fzd3), Van Gogh like1-2 (Vangl1-2), Disheveled1-3 (Dvl1-3) or, the actin-binding
protein, Non-Muscle Myosin II (NMII), have been implicated in cilia development and function.
Their mutations lead to cilia defects and impaired CSF flow circulation (Ibanez-Tallon et al., 2004;
Lechtreck et al., 2008; Guirao et al., 2010; Hirota et al., 2010; Ohata et al., 2014). A recent report
demonstrated that ependymal multiciliated cells with inactivation of PCP-core regulators, Celsr2,
Celsr3, Fzd3, or Vangl2, had perturbed organization of their cilia patches at the single-cell level,
while inactivation of Celsr1, Fzd3, and Vangl2 perturb the tissue wide PCP (Boutin et al,, 2014),
implicating PCP signaling upstream of cilia formation. On the other hand, it has also been
documented that when ciliogenesis is disrupted in radial glial cells the polarized clustering of
ependymal cilia is impaired, indicating that cilia may regulate PCP. Thus, the causal relationship
between the cilium and PCP signaling is controversial and the regulatory mechanism has not been

fully unraveled.

In this regard, our group and other have demonstrated that the p53 homologue, p73 acts
as a central transcriptional integrator of multiciliogenesis, directly controlling key ciliary regulators
(Marshal et al.,2016; Nemajerova et al.,, 2016), required for ependymal ciliogenesis (Gonzalez-Cano
et al., 2016). Moreover, p73 is necessary for the establishment of PCP in these cells (Gonzalez-
Cano et al., 2016), but the mechanism of this regulations remains unknow. Recent data from our
group has unveiled p73 as a novel regulator of tPCP through the modulation of NMII activation,
being p73 function essential for apical actin network assembly and basal body docking (Fuertes-
Alvarez unpublished results). However, the possible p73 function core-PCP signaling has never

been address.

The establishment of PCP involves several processes which include sensing the global
orientation cues, establishing molecular asymmetries following these cues, cell-cell
communication and propagation of PCP asymmetry and executing the respective polarized cell

shape or function (Butler and Wallingford, 2017). Multiple studies in Drosophila melanoganster
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have identified two main planar cell polarity regulatory pathways: the Fat/Dachous pathway and

the core-PCP pathway which will act upstream of PCP effectors.

In this study, we performed a comprehensive analysis of PCP, using the polarity of cilia and
the asymmetric localization of multiple PCP components in ependymal cells to analyze the role of

p73 in the PCP pathway and in the orientation of multiciliated cells.

3.3 RESULTS AND DISCUSSION

3.3.1 p73 is necessary for PCP establishment and the asymmetric localization of pcp

core-proteins in ependymal cells

PCP is established during perinatal development (Bayly and Axelrod, 2011). We studied
ependymal cells in whole-mount (WM) dissections (Gonzalez-Cano et al., 2016), from WT and
p73KO mice, using anti-B-catenin to delimit the cellular contour and anti-y-tubulin or to visualize
the basal bodies (BBs) and cilia axoneme, respectively. After the first postnatal weeks (P15), basal
bodies (BB) of ependymal cells become densely packed, coordinately aligned and positioned as a
patch, on the downstream side of the EC apical surface (Figure 60 a, arrows). By this time EC apical
surface is covered with coordinately oriented cilia tuffs (Figure 60 b). In agreement with our
previous data (Gonzalez-Cano et al., 2016), lack of p73 results in cell with BB clusters, that while
some are off-centered, do not have a common direction of displacement, revealing a loss of
tissue-wide polarity in the absence of p73 (Figure 60 a, arrows). This lack of coordination is
reflected in the disorganized appearance of the cilia in these cells (Figure 60 b), indicating that
p73 is necessary to organize multicilia in individual cells and for intercellular patch orientation
tissue-wide. It is noteworthy that some ECs lacked cilia (Figure 60 b, arrowheads), confirming
ciliogenesis defects in the absence of p73 (Gonzalez-Cano et al, 2016). Analysis of the TAp73
specific KO mice, revealed that this isoform is required, at least impart, for PCP establishment since
TAp73KO cells displayed their BBs either scattered throughout the apical surface (Figure 60 c,
arrowhead), or in non-polarized clusters (Figure 60 c, arrow). The specific deletion of the TAp73
isoforms, generates a less dramatic phenotype than the observed in the full p73KO mice, therefore
we cannot rule out the possibility that DNp73-deficiency is responsible of some of the observed
defects. The Nevertheless, it is also possible that, in the absence of TAp73, the other members of

the family carry out redundant functions.
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p73KO
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Figure 60. Lack of p73 resultsin BB and cilia organization. Confocal images of WT ECs show organized BB patches
localized at the anterior reagion of the apical surface (a, arrows) and organized clusters of cilia (b). p73KO ECs present BB
patches without a common direction of displacement (a, arrows) andsome of them lack cilia (b). Lack of TAp73 isoform
give rise to ECs with their BBs either scattered throughout the apical surface (c, arrowhead), or in non-polarized clusters
(c, arrow).

PCP is established through the localization of mutually exclusive subsets of core-PCP
proteins to opposites sides of the cell cortex (Butler and Wallingford, 2017). Mammalian core-PCP
genes Celsr1, Fzd3, and Vangl2, are known to establish coordinate tissue polarity across the
ependyma (Boutin et al., 2014). On one side, Celsr1, Vangl2 and its cytosolic effector Pk2, will form
a complex, while in the opposite side Celsr1 and Fzd3 will form another one. As expected, Vangl2
displayed an asymmetric distribution in the apical surface of P15 ependymal cells, which is
coordinated across the tissue (Figure 61 a, arrows). Surprisingly, this zigzag pattern, characteristic
of the mature ependyma, was completely lost in p73-defective cells, as well as in TAp73KO, with
Vangl2 in both cases mainly localized in the cytoplasm (Figure61 b and c, respectively), indicating
defective tissular coordination of polarity in the absence of p73. Reciprocally, the distribution of
the Vangl2 molecular partner, Pk2 and Celsr1 was also disturbed in p73KO cells (Figure 61, c and
d, respectively). Moreover, the intercellular interaction detected between Vangl2 and Fz3 in
adjacent WT cells (Figure 61 e, green and red arrows, respectively) were completely lost in p73-
deficent cells. Altogether demonstrating that p73, and TAp73 in particular, is necessary for

asymmetric localization of PCP-core proteins in ependymal cells.
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Figure 61. p73 is necessary for asymmetric localization of PCP core proteins. Confocal images show that lack of p73
results in a lost of the correct organization of the PCP core protein Vangl2 (a), Prikcle (c) Celsr (d) and Frizzled (e). The
Vang|2 zigzag pattern observed in WT ECs (a, arrows) is lost in both p73KO and TAp73KO (a and b).

Vangl2 Frizzled3 pCat

p73KO

We asked how the lack of p73 could affect PCP-core proteins asymmetric membrane
localization. One possibility was a defect in vesicle trafficking, since the loss-of function
phenotypes of the Vangl2LP mutants resulted from trafficking defects in which the Vangl2 protein
failed to package into COPII vesicles and exit the ER to reach the plasma membrane (Torban et
al., 2017). In this regard, Sec24b, a component of the COPII coat protein complex, selectively sorts
Vangl2 to regulate PCP (Merte et al 2010), and Sec24b deficiency specifically affects Vangl2
transport (Wansleeben et al, 2010). Previously published ChIP-seq analysis of murine tracheal
epithelium cell cultures (MTEC) (Marshall et al., 2016) exposed a p73 binding on the mouse Sec24b
promoter (Figure 62 a). Thus, we sought to investigate weather lack of p73 affected Sec24b
expression levels. In WT ependymal cells, Sec24b displayed a polarized expression pattern in
plasma membrane and cell cortex, that coincides with Vangl2 expression (Figure 62 b). In p73
deficient cells, Sec24b have lost this polarized pattern and, like Vangl2, appears to be cytoplasmic
and not capable of reaching the plasma membrane, suggesting defects in directed vesicle traffic.
However, we did not detected differences in Sec24b expression levels either by confocal

microscopy (Figure 62 b) nor by qRT-PCR analysis of the LW tissue (Figure 62 c) or from induced
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pluripotent stem cells (iPSC) from WT and p73KO phenotypes (Figure 62 d), indicating that Sec24b
expression levels are not modulated by p73, at least in these cellular contexts. This lack of p73
regulation of Sec24b expression is in agreement with previously published expression analysis in
WT and p73KO MTECs cultures where after ectopic p73 expression, only a modest increase of
Sec24b expression was detected in WT MTECs (65 -> 76 TPM [transcripts per million]) and none
was detected in p73KO. Therefore, lack of p73 results in defects in directed vesicular traffic but

these are not caused by a Sec24b deficiency.
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Figure 62. Lack of p73 afects Sec24b localization, but no its expression. (a) ChIP-seq analysis shows a p73 binding site
in the p73 promoter in MTEC. (b) Confocal images show that p73 deficient ECs present an aberrant localization of Sec23b
conmpared with WT ECs. Scale bar: xxxxx. (c) qRTPcR of WT and p73KO LW samples. (d) qRTPcR of WT and p73KO iPSCs
cultures.

3.3.2 Lack of p73 results in defects in the cellular and tissular organization of the

microtubule cytoskeleton

It has been proposed that microtubule (MT) dependent polarized transport of PCP-protein-
containing vesicles plays a pivotal role in setting up a small anisotropic bias of Fz3 or Vangl2
activity across the anterior/posterior cell boundary, which will be subsequently amplified by a
positive feedback loop (Axelrod et al., 2009). Work in Drosophila has shown that microtubules are
involved in the asymmetric accumulation of Frizzled (Shimada et al., 2006). In mammalian airway
epithelium, Vladar and colleges provided evidence that microtubules are involved in the

establishment of the initial asymmetry of core-PCP proteins, as well as interpreting these PCP
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signals to polarize cellular organization downstream of PCP effectors (Vladar et al., 2012; Werner
and Mitchell, 2012). Moreover, disassembling of MT by Nocodazole treatment of brain ventricles,
impaired the trafficking and distribution of PCP-core proteins, phenocopying the observed p73KO
phenotype (Boutin et al., 2014). It has been reported that ependymal cell cytoskeleton has a
cellular component, comprised of an actin and MT networks within the BB patch, and a tissular,
MT anchoring point, component (Boutin et al., 2014). We have previously demonstrated that p73
requirement for apical actin network assembly and its relevance in translational PCP and BB
docking (Fuertes-Alvarez et al., 2017, manuscript in preparation). Therefore, we hypothesize that
p73 might also play an essential role in the establishment of MT polarization. To address this, we
examine the MT networks in mature (P15 or P21) ependymal cells. In agreement with published
data (Boutin et al,, 2014), a-Tubulin immunostaining of WT cells revealed a fine and organized
meshwork of MT in the apical cell surface where the BB cluster is localized and a second, and more
intense set of MT, at the cell cortex (Figure 63 a, white and yellow arrowheads, respectively).
Specific antibodies anti-EB3, the plus-end MT protein, confirmed the existence of this second MT
meshwork and indicated that it grew asymmetrically from the center of the cell towards the
anterior region of the apical cell cortex contacting, at that point, the plasma membrane in what it
has been defined as a MT anchoring point (Figure 63 b and ¢, arrows). It is noteworthy that in WT
cells this MT structure is coordinately polarized at individual cells as well as at tissue level. Lack of
p73, even TAp73 deficiency, profoundly affect MT meshwork (Figure 63), a-Tubulin staining of
p73-deficient cells revealed a loose and non-polarized MT-structure (Figure 63 a, green
arrowheads), with apparently shorter MTs. Only few cells in the p73KO WMs had polarized MT-
meshwork (Figure 63 a, white arrowheads) but almost no p73 deficient cell had marked a MT
anchoring points (figure 63 b and c). p73 deficient cells had a diffuse EB3 staining mainly localized
within the BB cluster (Figure 63 b and c, dashed lines). Altogether this data supports our
hypothesis and demonstrates that p73 function is essential for the cellular and tissular polarized
organizations of the MT cytoskeleton. Thus, lack of p73 impairs the establishment of polarized
microtubule networks, which lay the track for a directed trafficking of PCP proteins in
differentiating ependymal cells, resulting in inability of PCP-core proteins to reach the plasma

membrane at the MT anchoring points and assemble PCP-asymmetric complexes.
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Figure 63. p73 deficiency results in a lost of MT cytoskeleton organization /n vivo. Confocal images of WT ECs show
an organized (a, white arrowheads) and polarized (a, yellow arrowheads and b, arrow) MT cytoskeleton colocalized with
BB cluster (b, arrow) that is lost in p73KO cells. p73 deficient cells present diffuse EB3 staining in the cytoplasm (b and c,
dashed lines).

3.3.3 p73 requirement for Vangl2 membrane localization is a general process

In airway epithelial, planar cell polarity signaling depends on multiciliated cell
differentiation (Vladar et al., 2016). Molecular signs of PCP like Vangl1/2 crescents emerges prior
to multiciliated cell differentiation. These asymmetric complexes are further strengthened
selectively as motile cilia appear, depending this PCP on the MCC transcriptional program. In this
regard, TAp73 acts as a central transcriptional integrator of multiciliogenesis (Marshal et al., 2016;
Nemajerova et al, 2016; Gonzalez-Cano et al., 2016; Fuertes-Alvarez et al, manuscript in
preparation). Therefore, it was possible that the PCP defects observed in p73KO and TAp73KO

mice, were a downstream effect of ciliogenesis impairment.

To rule out this possibility and to address if p73 requirement for Vangl2 membrane
localization is a general process, we analyze Vangl2, Celsr-1, Fz3 and Pk2 in iPSC generated from
WT and P73KO mouse embryonic fibroblast (Martin-Lopez et al., in revision CDDi 2017). Induced
pluriponent stem cells, like embryonic stem cells, establish epithelial-like cell-cell contacts
displaying apico-basal polarity (Krtolica et al., 2007). In WT-iPSC PCP-core proteins Vangl2, Celsr1
and Fz3 are expressed in the plasma membrane, with more intense staining at the lateral junctions

(Figure 64 a, white arrows). It is precisely at these points were Vangl2 and Celsr1 colocalized and
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where Pk2 is at the vicinity of Celsr1 (Figure 64 a, yellow arrows). Consistent with p73 requirement
for vangl2 membrane localization, in p73 deficient iPSCs, Vangl2 and Celsr1 loose most of their
co-localization at the plasma membrane (Figure 64 a). Concordantly, membrane localization of
Pk2 was attenuated and aberrant aggregates at the cytoplasm were detected. It is noteworthy
that Fz3 expression was significantly diminished in p73KO cells and it was also detected in the
cytoplasm (Figure 64 a, arrowheads). To further demonstrate p73 requirement and determine the
responsible p73 isoform of this regulation, we ectopically expressed either TAp73 or DNp73 in
p73KO cells. As depicted (Figure 64 b), TAp73 but not DNp73, restored Vangl2 membrane
localization and colocalization with Celsr1 (white and yellow arrows, respectively). This data
demonstrated that p73, and TAp73, was required for the appropriated Vangl2 membrane

localization independently of its function as multiciliogenesis regulator.

a

iPSCs WT

iPSCs p73KO

Celsr1 Vangl2 Celsr1 Prickle2 Frizzled3 pCat

b
iPSCs WT iPSCs p73KO iPSCs p73KO + TAp73  iPSCs p73KO + DNp73

Vangl2

Celsr1

Vangl2 Celsr1

p73

Figure 64. p73 deficiency results in lost of PCP-core proteins membrane localization /in vitro. (a) WT and p73KO
iPSCs culture shows that in the absence of p73 PCP core proteins do not reach the membrane. Vangl2 and Pk2 cololacalized
with Celsr1 (left panel white arrows and middle panel dashed arrow, respectively). In the absence of p73, Fz loose its
membrane localization (white arrow) (b) Transfection of TAp73 isoform, but no DNp73 isoform in p73KO iPSCs retrieval
the WT phenotype, where Vangl2 colocalize with Celsr (yellow arrow).
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3.3.4 Overexpression of TAp73 can modulate MT dynamics, increases EB3 expression

and reorganize Vangl2 localization

We next sought to investigate whether TAp73 could modulate microtubule dynamics. We
use the p53-deficient, TAp73-inducible cell line, Tet-ON-SAOS2-HA-TAp73, which express low
levels but detectable levels of endogenous p73 in the absence of doxocyline treatment (Figure 65
a). Upon TAp73 induction, we observed a dramatic upregulation and re-localization of Vangl2
(Figure 65 a and b). In TAp73 overexpressing cells Vangl2, appears to be aligned with the MTs
radiating from the centrosome and reaching the cellular cortex (Figure 65 a, arrowheads). To
further address this, we co-stained Vangl2, Sec24b and a-Tubulin and confirmed that upon TAp73
expression, Vangl2 staining was detected as discreate puncta, co-localizing with Sec24b, that were
aligned along the MTs (Figure 65 b, arrows). We observed a dramatic change in MT reorganization
upon TAp73 expression, that coincide with Vangl2, thus we asked whether TAp73 could be
enhancing MT stability. In agreement with this idea, we have observed that p73-deficient
ependymal cells had diminished levels of EB3 (Figure 63), suggesting a role in EB3 expression. EB3
is necessary for the regulation of microtubule dynamics and microtubule capture/anchorage at
the cell cortex (Straube et al,, 2007). Thus, we analyze the effect of TAp73 on EB3 expression and
localization. Non-treated SAOS2-HA-TAp73 cells has low leves of EB3, however TAp73 induction
resulted in a strong increase in EB3 extrusion and a dramatic change in MT reorganization (Figure
65 c). Moreover, lack of p73 in iPSC results in Cis-Golgi fragmentation (Figure 65 d), reflecting a
MT dysfunction since the Golgi apparatus Integrity requires the microtubule network. Conversely,
TAp73 expression induces Golgi reaggregation concomitantly with MT and Vagl2 reorganization,
altogether supporting the idea that TAp73 enables Planar Cell Polarity through regulation of

microtubules dynamics.

In the brain ECs, disruption of PCPcore preteins establishment results in hydrocephalus
(Tissir et al., 2010), altering CSF flow and imparing basal body translational and rotational polarity
(Boutin et al., 2014) through the regulation of cytoskeleton dinamics. Our group have reported
that p73 isoform TAp73, regulates tPCP establishment (Gonzalez-Cano et al, 2016; Fuertes-
Alvarez et al.,, 2017, manuscript in preparation), and we observed altered ECs with cilia going in
diferent directions (Gonzalez-Cano et al, 2016; Fuertes-Alvarez et al., 2017, manuscript in
preparation). Thus, we decided to analyse if p73 deficiency resulted in PCP alteration through the

regulation of PCP-core proteins localization.

116



Resultados y Discusion

TAp73-inducible Saos

b

Vangl2 Sec24b Vangl2 Sec24b aTub

d iPSCs WT iPSCs p73KO

Doxocicline +Doxocicline

73-inducible Saos

TAp

Golgl DAPI

Vangl2 p73 DAPI
EB3 aTub aTub EB3
... |

Figure 65. Lack of TAp73 results in lost of MT and Vangl2 organization /n vitro. TAp73-Saos inducible cells show
organized Vangl2 estructures (a) that colocalized with MT (a, arrowheads, and b, arrows) after induction. Saos cells express
EB3 after induction (c). These data correlate with Golgi fragmentation both in the absence of p73 (d) and withour induction
of TAp73 (e) in contrast with control samples.
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Asymmetric localization of PCP-core proteins in EC membranes is essential for planar
polarity establishment. This pathway regulates the coordinated orientation of BB in order to move
cilia in the same direction. We observe that in the absence of p73, Vangl2, Frizzled3, Prickled2 and
Celsr1 core proteins lose their correct localization in cell membranes. Specifically, TAp73
deficiency results in a mislocalization of Vangl2. These data demonstrate that p73 play an
important role in the regulation of PCP-core proteins localization. Surprisingly, p73 deficiency do
not affect the expression of the specific vangl2 cargo protein Sec24b, but this protein loose its

colocalization with Vangl2 in the membrane neighbourhood in this context.

It has been reported that MT network is essentialy implicated in the localization of these
proteins (Boutin et al., 2014). So we decided to analyze if p73 regulates MT dynamics. Here we
show that p73 deficiency alters both MT organization and polarization dynamics in ECs, loosing
the colocalization with cell cortex and BB patches. This is observed also in the absence of TAp73
isoform. These data indicate that p73, TAp73 specifically, could regulate the PCP-core proteins

localization through the regulation of MT dynamics in ECs.
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It has been published that ciliogenesis is upstream of PCP, so we decided to analyze the
PCP core proteins localization in an in vitro model to unveil if the role of p73 in PCP core
localization depends of its role in ciliogenesis (marsharll y majeranova). Here we demonstrated

that p73 regulates PCP core protein asymmetric localization independently of ciliogenesis

In this article we demonstrate the important role of p73 in the regulation of PCP core
proteins in ECs through the regulation of MT network organization and polarization dinamics. All
this data in addition with our previous report (Fuertes-Alvarez et al, 2017, manuscript in
preparation) set the first steps to unravel the important role of p73 in the regulation of cellular

cytoeskeletons.

3.5 MATERIAL AND METHODS

3.4.1 Mouse Husbandry and Genotyping

Animal experiments were conducted in agreement with European (Council Directive
2010/63/UE) and Spanish (RD 53/2013) regulations on the protection of animals used for scientific
purposes with the appropriate institutional committee approval. Mice heterozygous for Trp73 on
a mixed background C57BL/6 x 129/svJae (Yang et al., 2000) were backcrossed to C57BL/6, at least
five times, to enrich for C57BL/6 background. Heterozygous animals were crossed to obtain the
p73KO mice. Genotyping of adult animals was performed by PCR analysis as described before

(Yang et al,, 2000; Flores et al., 2005). Male and female mice were used in the experiments.

3.4.2 Cell culture

Mouse WT and p73KO iPSCs (Martin-Lopez et al, 2017) were cultured over feeder cells.
Feeder cells were obtain from WT MEFs and were mitotically inactivated with mitomycin C (Sigma-
Aldrich, M4287) 10ug/mL in MEF medium (table 2), during 2h at 37°C. Feeder cells were seeded
at 2:108 cells/cm? in iPSCs medium (table 4) 12h before iPSCs culture. iPSCs were cultured
changing medium every day and they were subcultured every two days (5-10* cell/cm?) in 6-well
plates, seeding iPSCs over feeder cells again. For immunofluorescence staining, iPSCs (5-10*
cell/cm?) were seeded in 24-well plates with coverslips on the bottom of the well. Fixation with

3.7% PFA was carried out at RT during 15 min 24h after seeding.

TAp73-inducible Saos-2 cells, kindly provided by Dr. Karen Vousden (Cancer Research UK
Beatson Institute, Glasgow), were cultured in Saos-2 medium (Table 4). Cells were seeded (3-10*

cells/cm?) in 24-well plates with coverslips on the bottom of the well. These cells were treated 24h
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after seeding, with 2.5 ug/ml of doxycycline (Melino et al., 2003) during 48h. Fixation with 3.7%

PFA was carried out at RT during 15 min after treatment.

Table 6. Culture media

Cell line Composition & final concentration Catalog number

DMEM Sigma-Aldrich, D5671

Saos cells 15% FBS Sigma-Aldrich, F7524
2mM L-Glutamine Gibco, 2503

100 U/mL penicillin-0.1 mg/mL streptomycin Sigma-Aldrich, F4333

DMEM Sigma-Aldrich, D5671

15% FBS Sigma-Aldrich, F7524
2mM L-Glutamine Gibco, 2503
iPSCs 1mM non-esential aminoacids Gibco, 11140
1mM sodium piruvate Gibco, 11360
0.1 mM g-mercaptoethanol Gibco,31350

1000U/mL ESGRO/LIF Chemicon, ESG1107

DMEM Sigma-Aldrich, D5671

MEFs 15% FBS Sigma-Aldrich, F7524
2mM L-Glutamine Gibco, 2503

3.4.3 RNA isolation and real-time RT-PCR analysis

Total RNA was extracted with TRI reagent (Ambion, Austin, TX, USA) and c¢cDNA was
prepared using High Capacity RNA-to-cDNA kit (Applied Biosystems, Carlsbad, CA, USA)
according to the manufacturer's instructions. MLCK and Myh9 expression was detected by qRT-
PCR in a StepOnePlus Real-Time PCR System (Applied Biosystems) using FastStart Universal SYBR
Green Master (Roche, Basel, Switzerland). Primer sequences are described in Table 6 and gRTPCR
conditions were described before (Tomassini R. et al, 2008). The expression levels of mMRNA were

expressed as 2ACt and normalized to 18S.

Table 7. gRT-PCR primers

Gene Specie Sequence Reference

mouse Fw 5'-AGTTCCAGCACATTTTGCGAG-3' Grespi & Melino, 2012
mouse Rv 5'-TCATCCTCCGTGAGTTCTCCA-3'  Grespi & Melino, 2012
mouse  Fw 5'-GGTCCAGCACAGAGTCCAATG-3' Primer Bank Database
mouse Rv 5'-GGAGTCCCCGAATTTTGTGTT-3'  Primer Bank Database

18S

Sec24b

3.4.4 Isolation and immunostaining of wholemounts of the lateral wall of the

ventricles

Wholemounts (WMs) of the lateral wall of the ventricles were dissected from 1, 15 and 30
postnatal day mice. Animals were euthanized in agreement with European and Spanish
regulations and the brain was dissected and placed in cold 0.1M PBS. Dissection of the WMs was

made under the stereomicroscope as described (Mirzadeh et al., 2010). WMs were transferred
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ventricle side up to a 48-well plate and fixed with 4% PFA 5, 15', 30" or o/n at 4°C or with freeze
methanol 15 min at -20°C, depending on the antibody requirement.

4% PFA fixation: WMs were incubated for 1 h at room temperature in blocking buffer (0.1M
PBS/10% NDS/0.5% Tx100). Then, they were incubated for 24 h at 4°C with the appropriate
primary antibodies (Table 3) diluted in blocking buffer. WMs were washed three times during 20
min with 0.1M PBS/0.1% Tx100 and incubated 24 h at 4°C with secondary antibodies (Table 3)
diluted in blocking buffer.

Metanol fixation: WMs were incubated for 30min at room temperature in blocking buffer
(0.TM PBS/10% NDS/0.1% Tx100). Then, sections were incubated for 1h30min at room
temperature with the appropriate primary antibodies (Table 3) diluted in blocking buffer. WMs
were washed three times during 5 min with 0.1M PBS/0.1% Tx100 and incubated 1 h at room

temperature with secondary antibodies (Table 8) diluted in blocking buffer.

Table 8. Primary and secondary antibodies and phalloidin stainig used for immunostaining

Primary Antibody Host Dilution Manufacturer Catalog Numbe
aTubulin mouse 1/200 AbCam ab7291
YTubulina (C20) goat 1/200 Santa Cruz sc-7396
BCatenin mouse 1/200 BD transduction lab. 61053
BCatenin rabbit 1/200 Cell signaling 9587
Frizzled3 rabbit 1/200 Sigma-Aldrich SAB4503170
Frizzled3 goat 1/200 R&D Systems AF1001
Sec24b goat 1/200 Santa Cruz Biotechnology sc160787
Vangl2 (H-55) rabbit 1/200 Santa Cruz Biotechnology sc67136
Prickle2 rabbit 1/200 OriGene TA320126
EB3 rat 1/200 AbCam ab53360
p73 Ab-4 mouse 1/201 NeoM M-764-P
Secindary Antibody Host and Reactivity Dilution Manufacturer Catalog Numbe
Alexa Fluor 488 donkey anti mouse 1/1000 Molecular Probes A21202
Alexa Fluor 488 donkey anti rabbit 1/1000 Molecular Probes A21206
Alexa Fluor 594 goat anti rabbit 1/1000 Molecular Probes A11012
Alexa Fluor 568 donkey anti goat 1/1000 Molecular Probes A11057
Cy™3-conjugated donkey anti goat 1/1000 Jackson ImmunoResearch 705-165-147
Alexa Fluor 594 donkey anti rat 1/1001 Jackson ImmunoResearch 712-585-150
Alexa Fluor 647 goat anti rabbit 1/1000 Molecular Probes A21244
Alexa Fluor 647 donkey anti goat 1/1000 Molecular Probes A21447
Alexa Fluor 648 goat anti guinea pig 1/1000 Molecular Probes A21450

Immunofluorescent detections were carried out with Alexa Fluor (Invitrogen, Carlsbad, CA)
and Cy3 (Jackson ImmunoResearch Laboratories, West Grove, PA) conjugated secondary
antibodies. DAPI (1pg/mL) was used for nuclear counterstaining. FluoromountG Electron
Microscopy Sciences (EMS 17984-25) was used as mounting media. Samples were analysed in a
Zeiss LSM800 Confocal Laser Scanning Microscope. Images were acquired and processed using

ZEN blue software.
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3.4.5 Statistical analyses

Statistical analysis were performed with GraphPad Prism 7.02 (GraphPad Software, Inc., San
Diego, CA). For the docking experiments, a contigency analysis was carried out; for all the other
comparisons, Mann-Whitney non-parametric tests were applied. All data are reported as
mean * standard error of the mean (SEM). Differences were considered significant when p < 0.05

(*p < 0.05, **p < 0.01, ***p< 0.001).
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CAPITULO 1. EFECTO DE LA FALTA DE p73 EN LA MADURACION DE LAS CELULAS
EPENDIMARIAS Y LA CITOARQUITECTURA DE LA PARED LATERAL DEL VENTRICULO.

PRIMERA. El gen T7rp73 es necesario para llevar a cabo correctamente el proceso de

multiciliogénesis en las células ependimarias de la pared lateral del ventriculo.

SEGUNDA. La falta de p73 impide la correcta organizacién de los cilios asociados a los cuerpos

basales en las células ependimarias durante su maduracién.

TERCERA.7rp73 es necesario para el establecimiento de la polaridad translacional de los

cuerpos basales de las células ependimarias.

CAPIiTULO II. PAPEL DE P73 EN LA REGULACION DE LA POLARIDAD TRANSLACIONAL DE
LAS CELULAS EPENDIMARIAS A TRAVES DE LA ACTIVACION DENMII MEDIANTE LA
REGULACION DE LA EXPRSION DE LA KINASA MLCK.

CUARTA. El gen 7rp73 regula directamente la expresion de la kinasa MLCK, regulando asi los

niveles de activacién del regulador de la polaridad translacional NMIL

QUINTA. La falta de p73 da lugar a una disminucién de los niveles de NMII activada tanto /n

vitro como /n vivo.

SEXTA. En ausencia de p73, la sefial de NMII activada en el entorno de los cuerpos basales
tanto en células de la glia radial como en células ependimarias es menor, afectando a la

polaridad translacional en estas células.

SEPTIMA. En ausencia de p73 la localizacion de NMII activada en las membranas celulares de
las células ependimarias disminuye significativamente, afectando los puntos de anclaje del

citoesqueleto de actina a la membrana.

OCTAVA. El gen Trp73 es necesario para correcta organizacién apical del citoesqueleto de
actina en las células ependimarias, impidiendo el correcto anclaje de los cuerpos basales a la

membrana apical.

NOVENA. En ausencia de p73 los reguladores del anclaje apical de los cuerpos basales
Dishevelled y Rac pierden su localizacidén préxima a los cuerpos basales (por debajo y por
encima de los cuerpos basales respectivamente) afectando adn maés al anclaje de los cuerpos

basales a la membrana.

DECIMA. La ausencia de la isoforma de p73, TAp73, afecta la polaridad translacional y el anclaje
de los cuerpos basales en la membrana apical, asi como la formacién de la red apical de actina

en las células ependimarias.
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CAPITULO III. EFECTO DE LA FATA DE P73 EN EL ESTABLECIMIENTO DE LA LOCALIZACION
ASIMETRICA DE LAS PROTEINAS CORE-PCP QUE REGULAN LA POLARIDAD ROTACIONAL
DE LAS CELULAS EPENDIMARIAS A TRAVES DE LA ALTERACION DEL CITOESQUELETO DE
MICROTUBULOS.

DECIMOPRIMERA. 7Trp73 es necesario para la correcta localizacion de las proteinas del médulo
core-PCPen las membranas de las células ependimarias, afectando de este modo la polaridad

rotacional de los cuerpos basales.

DECIMOSEGUNDA. La falta de p73 afecta la organizacién y polarizacién del citoesqueleto
apical de microtubulos en las células ependimarias, especialmente relacionado con el

establecimiento de la polaridad en células multiciliadas.

DECIMOTERCERA. La falta de p73 altera la localizacidon en membrana de las proteinas del
médulo core-PCP de manera independiente al proceso de ciliogénesis, indicando el papel
independiente de p73 en el proceso de multiciliogénesis y en el establecimiento de la

polaridad.

DECIMOCUARTA. La isoforma TAp73, pero no DNp73, es capaz de recuperar la localizacién en
membrana de las proteinas del médulo core-PCP in vitro. Ademas, la induccion de la expresion
de esta isoforma regula la dindmica del citoesqueleto de microtubulos in vitro, regulando la
polarizacién de los mismos, la localizacién de Vangl2 y la reorganizacién del aparato de Golgi.
Todo ello indica que es la isoforma TAp73, pero no DNp73, la encargada de la regulacién de

la polaridad y organizacion de los microtubulos y del establecimiento de la polaridad.
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