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ABSTRACT

Asymmetric cell division (ACD) is a highly conserved and fundamental process, both in
development and in the context of stem cell and cancer biology. In an ACD, two different
daughter cells are generated, one with the same identity that the mother cell, and thus it
will continue dividing, and another daughter cell that will initiate a differentiation
process. The mechanisms that regulate an ACD comprise both intrinsic or autonomous
factors and extrinsic or non-autonomous factors, all of which maintain the delicate
balance between self-renewal and differentiation at each cell division. Disruption of this
balance by failure of these regulatory factors can lead to either the loss of cell types or an
overproliferation and, ultimately, a tumor formation. Drosophila neural stem cells, called
neuroblasts (NBs), divide asymmetrically through exclusively intrinsic mechanisms and
have been used for decades as an experimental paradigm in the study of the ACD process.
The main objective of this PhD thesis has been the analysis of possible non-autonomous
signals or extrinsic mechanisms that could be controlling the ACD of Drosophila NBs.
Our results support the existence of such non-autonomous mechanisms. Specifically, we
have determined that the cortex glia surrounding larval brain NB lineages is the niche
source of extrinsic signals regulating the ACD of these NBs. We have also shown that
Netrins and Slit, proteins known for their roles in axon guidance, are the extrinsic signals
secreted by the cortex glia that act through their receptors Frazzled and Robol,
respectively, located at NB lineages. We demonstrate that altered levels, both excessive
and defective, of Slit-Robol signaling result in the formation of ectopic NBs and
progenitor cells. We also unveil that Netrins-Frazzled/DCC signaling is responsible for
modulating, through the cytoplasmic kinase Abelson, the threshold levels of Robol
signaling critical for the proper development of NBs and progenitor cells in type II NB

lineages. Finally, we determine that Robol signaling impacts on the ACD process by



Resumen

regulating the localization of key intrinsic factors, such as aPKC, Canoe/Afadin and
Numb, through the small GTPases Racl and Cdc42. These GTPases ultimately act by
localizing apically in mitotic NBs and progenitors Par-6, a central component of the apical
Par complex (Par-6-aPKC-Par3/Bazooka) that is critical for the basal localization of cell

fate determinants, and, consequently, for a proper ACD process.

Graphical Abstract




RESUMEN

La division celular asimétrica (DCA) es un proceso altamente conservado y fundamental,
tanto en desarrollo como en el contexto de la biologia de las células madre y del cancer.
En una DCA se generan dos células hijas diferentes, una con la misma identidad de la
célula madre, y que por tanto sigue dividiéndose, y otra célula hija que iniciara un proceso
de diferenciacion. Los mecanismos que regulan la DCA comprenden tanto factores
intrinsecos, o0 autobnomos, como factores extrinsecos, o no autbnomos, manteniendo todos
ellos el delicado equilibrio entre autorrenovacion y diferenciacion en cada division. La
perturbacion de dicho equilibrio por fallo en cualquiera de estos factores reguladores
puede conllevar tanto la pérdida de tipos celulares como el crecimiento excesivo de éstos
y, en ultima instancia, la formacion de tumores. Las células madre neurales de
Drosophila, llamadas neuroblastos (NBs), se dividen asimétricamente a través de
mecanismos exclusivamente intrinsecos y se han usado durante décadas como paradigma
experimental en el estudio del proceso de DCA. El objetivo principal de esta tesis doctoral
ha sido el andlisis de posibles sefiales no autbnomas o mecanismos extrinsecos que
pudieran estar controlando la DCA de los NBs de Drosophila. Nuestros resultados avalan
la existencia de tales mecanismos no autonomos. En concreto, hemos determinado que la
glia cortical que rodea los linajes de NBs larvarios es el nicho fuente de sefales
extrinsecas reguladoras de la DCA de estos NBs. Asimismo, hemos determinado que las
Netrinas y Slit, proteinas conocidas por sus funciones en la guia axonal, son las sefiales
extrinsecas secretadas por la glia cortical que actian a través de sus receptores Frazzled
y Robol, respectivamente, localizados en los linajes de NBs. Demostramos que la
alteracion de los niveles de sefalizacion Slit-Robo1, tanto por exceso como defecto, da
lugar a la aparicion de NBs y células progenitoras ectopicos. Es la sefnalizacion de

Netrinas-Frazzled/DCC la responsable de modular, a través de la quinasa citoplasmatica



Abelson, los niveles umbrales de sefalizacion de Robol criticos para el correcto
desarrollo de los NBs y células progenitoras en los linajes de NBs de tipo II. Hemos
determinado, asimismo, que la sefializacion de Robol incide en el proceso de DCA
regulando la localizacion de factores intrinsecos clave, tales como aPKC, Canoe/Afadin
y Numb, a través de las pequenas GTPasas Racl y Cdc42. Estas actian, en ultimo
término, localizando apicalmente en NBs y progenitores mitoticos a Par-6, componente
central del complejo apical Par (Par-6-aPKC-Par3/Bazooka) critico para la localizacion
basal de los determinantes del destino celular, y, consecuentemente, para una correcta

DCA.



INTRODUCCION

1. Drosophila melanogaster como modelo biolégico

Drosophila melanogaster, también conocida como la mosca de la fruta, ha sido utilizada
durante mas de un siglo como un excelente organismo modelo para el estudio de una
amplia gama de procesos bioldgicos incluidos en diferentes disciplinas, tales como
genética fundamental y herencia, desarrollo (embrionario, de tejidos y oOrganos),
comportamiento (memoria y aprendizaje), neurobiologia, envejecimiento, fisiopatologias
de enfermedades humanas y cancer, entre otras. Esto es debido a que Drosophila presenta
numerosas ventajas técnicas o consideraciones practicas como modelo que lo hacen
adecuado para muchos estudios. Por ejemplo, es un modelo econémico y facil de cultivar
en condiciones de laboratorio ya que tienen un ciclo de vida relativamente corto (10 dias),
pequefio tamafo y producen una gran descendencia. Asimismo, son facilmente
manipulables genéticamente debido al extenso conjunto de herramientas moleculares
desarrolladas y a la simplicidad de su genoma (4 parejas de cromosomas frente a las 23
en humanos). Es también destacable la existencia de una amplia coleccion de mutantes

ya generada, asi como el hecho de que su genoma esta completamente secuenciado.

A pesar de que evolutivamente Drosophila y humanos estan muy separados, el genoma
de Drosophila es 60% homologo al de los humanos, y las comparaciones entre los
genomas han revelado que aproximadamente el 75% de los genes responsables de las
enfermedades humanas tienen ortdlogos funcionales en las moscas(Chien et al., 2002;
Chintapalli et al., 2007; Reiter et al., 2001). La identidad a nivel de nucleotidos o de
secuencia de proteinas es del 40% entre homologos; en cambio, en dominios funcionales
conservados, puede ser del 80 al 90% o incluso superior. Asimismo, estd muy bien

establecido que la mayoria de los mecanismos, vias metabodlicas y procesos fisioldgicos
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fundamentales que controlan el desarrollo y la supervivencia se conservan a lo largo de
la evolucion entre estas especies(Rubin et al., 2000), y muchos descubrimientos en la
mosca de la fruta se han trasladado después a los mamiferos, proporcionando importantes
conocimientos sobre la biologia humana y una amplia variedad de sus
enfermedades(Bier, 2005; Bilen & Bonini, 2005; Margulies et al., 2005; Potter et al.,
2000).
Ciclo de Vida

El ciclo de vida de Drosophila es corto y tiene la capacidad de dar lugar a un alto nimero
de descendencia (figura 1). El tiempo de generacion es de 10 dias a 25°C desde que el
ovulo es fertilizado hasta la eclosion del adulto. Drosophila es un insecto holometabolo,
y su ciclo de vida se divide en 4 estadios: embrion, larva, pupa y adulto. La hembra pone
unos 100 embriones al dia, cuya embriogénesis dura unas 24 horas y tras la cual emergera
una larva. Las larvas de primer y segundo estadio se alimentan y mudan un par de veces
la cuticula y mandibulas; al alcanzar su fase de madurez en el tercer estadio (L3), dejan
de comer y buscan un buen lugar para pupar. La pupa sufre metamorfosis completa y

finalmente emergera el adulto.
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Introduccion

Al presentar distintas etapas en su ciclo vital, Drosophila se ha considerado como un
organismo modelo multiple, ya que cada estadio presenta sus propias ventajas especificas
(Pandey & Nichols, 2011). El embrion ha sido ampliamente utilizado en estudios de
desarrollo fundamentales como la formacion de patrones, la determinacion del destino
celular, la organogénesis y el desarrollo neuronal. La larva se ha empleado para estudiar
procesos fisioldgicos y de desarrollo, asi como comportamientos simples (i.e. la busqueda
de alimento). La pupa ha servido para investigar ciertos procesos de desarrollo, como por
ejemplo el proceso de desarrollo de los discos imaginales de 0jo, alas, patas para dar lugar
a las estructuras del adulto. Por ultimo, el adulto ha resultado un modelo excelente en
numerosos procesos fisioldgicos, al ser un organismo muy sofisticado y complejo que
presenta estructuras con funciones equivalentes al corazon, pulmon, rifion, intestino y
tracto reproductivo de los mamiferos. Ademas, el cerebro de la mosca adulta tiene mas
de 100.000 neuronas que forman circuitos que intervienen en comportamientos
complejos, incluidos los ritmos circadianos, el suefio, el aprendizaje y la memoria, el
cortejo, la alimentacion, la agresion, el aseo, etc. Notablemente, la respuesta de las
moscas a muchos farmacos que actian dentro del sistema nervioso central (SNC) es
similar a los efectos observados en mamiferos (Bainton et al., 2000; Mcclung & Hirsh,

1998; Role of Dopamine in Ethanol-Induced Locomotor Stimulation, n.d.).

1.2. Sistema nervioso central de Drosophila

El SNC de Drosophila se origina a partir de células madre neurales, llamadas
neuroblastos (NBs) y estd formado por el cerebro central (CB, sus siglas en inglés para
"central brain"), el cordon nervioso ventral (VNC, "ventral nerve cord") y los lobulos

opticos (OL, "optic lobes"). Los NBs representan un excelente modelo experimental para



estudiar la biologia basica de las células madre neurales dada la simplicidad del desarrollo
de Drosophila y las sofisticadas herramientas genéticas disponibles. De hecho, el estudio
de los NBs de Drosophila ha contribuido significativamente a la comprension de la
divisién celular asimétrica y de la especificacion del destino celular, asi como al
entendimiento de otros procesos fundamentales como la citocinesis (Cabernard, 2012), la
polaridad celular(Knoblich, 2010a), la orientacion del huso mitético (M. S. Lu &
Johnston, 2013) y al modelaje de la formacion de tumores in vivo (Gonzalez, 2013;

Homem & Knoblich, 2012a).

1.2.1. Desarrollo del SNC de Drosophila

El desarrollo del SNC de Drosophila consta de dos fases de neurogénesis separadas por
un periodo de inactividad (figura 2). La primera ola de neurogénesis se produce en la
etapa embrionaria (estadios 9-11), cuando los NBs del CB y del VNC delaminan desde
el neuroectodermo, ubicado en la region ventrolateral del embrion (Doe & Skeath, 1996).
Dichos NBs comienzan a dividirse de forma asimétrica a lo largo del eje de polaridad
apico-basal, dando lugar a otro NB y a una célula madre ganglionar mas pequena (GMC),
que se divide una vez mas de forma asimétrica para producir dos neuronas o células
gliales. Los NBs se especifican de entre las células vecinas del neuroectodermo por un
mecanismo de inhibicion lateral dependiente del receptor transmembrana Notch. En este
proceso, la actividad de los genes proneurales queda restringida al presunto NB, mientras
que en las células vecinas la inhibicion lateral de la via de sefializacion de Notch reprime
dicha actividad proneural (Campos-Ortega & Wiley, n.d.; Choosing a Cell Fate- a View
Fromthe Notchlocus, n.d.; Hartenstein & Wodarz, 2013). Las divisiones de NBs

embrionarios producen todas las neuronas que formaran el SNC de la larva, pero soélo el



10% de las células del SNC adulto. La mayoria de los NBs de la region abdominal del
embrion se eliminan mediante muerte celular programada después de completar sus
linajes neuronales (Hartenstein & Campos-Ortega, 1984). En cambio, en la region
cefalica y toracica los NBs detienen su ciclo celular y entran en un estado inactivo de
quiescencia (Go) (Egger et al., 2008; Truman & Bates, 1988), con la excepcion de cuatro
NBs, que formaran la region de los "Mushroom bodies" ("corpora pedunculata"), que
contintan dividiéndose. El proceso de quiescencia esta regulado por factores intrinsecos
de la célula, genes Hox y los factores de identidad temporal, asi como por bajos niveles
nucleares del factor de transcripcion Prospero (Pros). La segunda ola de neurogénesis
empieza durante la etapa tardia del primer estadio larvario (8-10 horas después de la
eclosion de la larva), cuando los NBs salen de quiescencia y reanudan proliferacion, y
contina hasta la etapa de pupa, momento en el que los NBs salen del ciclo celular y
sufren apoptosis. Esta reactivacion estd mediada por sefales extrinsecas nutricionales,
tales como los "insuline-like peptides de Drosophila" (dILPs), y hormonales (la ecdisona)
secretadas por la glia, e implica el crecimiento celular y la entrada en fase de sintesis de
ADN (fase S) del ciclo celular (Chell & Brand, 2010a; &ens et al., 1993; Sousa-Nunes et

al., 2011a).

Otra fuente de NBs es el lobulo oOptico del cerebro larvario donde las células del
neuroepitelio se dividen simétricamente en paralelo a la superficie epitelial (Egger et al.,
2007; Hofbauer & Campos-Ortega, 1990); en respuesta a la expresion de genes
proneurales, dichas células neuroepiteliales se convierten gradualmente en NBs,
perdiendo sus uniones adherentes y comenzando a dividirse perpendicularmente al plano
epitelial de forma asimétrica (Egger et al., 2010). Estos NBs daran lugar a las neuronas

de los centros de procesamiento visual del cerebro.



El cerebro larvario en particular se ha utilizado para estudiar como se regula la progresion
de los linajes de NBs ya que, a diferencia de los NBs embrionarios, mantienen su tamafio
original después de cada division celular y son capaces de dividirse cientos de veces. Esta
segunda ola de neurogénesis es la responsable de la formacion del 90% de las neuronas

en el SNC adulto.
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Figura 2. Fases de desarrollo del SNC de Drosophila melanogaster. EL SNC de Drosophila se produce
a partir de dos fases distintas de neurogénesis separadas por un periodo de quiescencia. Una ocurre durante
la embriogénesis y la otra en la etapa larvaria (adaptada de E. Gallaud et al. 2017).

Factores de transcripcion

Durante el desarrollo del SNC se genera una amplia diversidad de células neurales a partir
de los NBs y para ello es requerida una serie de informacion temporal y posicional
(Truman & Bates, 1988). La informacion posicional es establecida por un patréon de
expresion de genes anteroposteriores y dorsoventrales en etapas tempranas de la
embriogénesis (Bertrand et al.,, 2002; Brodya et al., n.d.; Patterningof the
Drosophilanervous System- the Acbaete-Scute Gene Complex, n.d.); dichos genes hacen
que cada NB adquiera una combinacion especifica de factores de transcripcion, los cuales
contribuyen a su identidad celular especifica e influyen en los tipos de células neurales

que generan. La informacion temporal es importante durante el proceso de proliferacion
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de los NBs ya que ayuda a la produccion de diferentes tipos celulares en su progenie
(Baumgardt et al., 2009; Brody & Odenwald, 2000; Hirono et al.,2012; X. Liet al., 2013).
Ello implica la expresion de una serie de factores de transcripcion durante una ventana de
tiempo especifica en el NB, progenitores intermedios neurales (INPs) (ver mas adelante),
cé¢lula madre ganglionar (GMC) y en las neuronas generadas, lo cual conduce a la

generacion de tipos neuronales unicos y especificos (figura 3).
e (o)~ @ — €n— 6 -

PG
/\/\?%

Progeie 0 O @@ OO OO -

tiempo

Figura 3. Progresion temporal de los neuroblastos. Los NBs embrionarios expresan secuencialmente los
factores de transcripcion temporales Hunchback (Hb), Kruppel (Kr), Pdm y Castor (Cas) y su progenie
expresa el factor de transcripcion presente en el momento del nacimiento de la GMC. De esta manera se le
confiere la identidad celular a la progenie durante el desarrollo. El factor temprano Hb es necesario y
suficiente para especificar el destino de las neuronas nacidas tempranamente en multiples linajes de NBs
(adaptada de Isshiki et al. 2001).

1.2.2. Tipos de neuroblastos
En funcién de las caracteristicas moleculares y la composicion celular de sus linajes,
podemos distinguir distintos tipos de NBs en el SNC de Drosophila (figura 4).
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NB de tipo 1

Los NBs de tipo I fueron identificados por primera vez en el embrién y son los mas
abundante del SNC embrionario y larvario (figura 5). Se dividen asimétricamente y
generan un NB, con capacidad de autorrenovacion, y una GMC que sufre una division

asimétrica terminal que da lugar a dos neuronas o células gliales (Doe Chris Q., 1992).

Figura 5. Micrografia confocal que muestra el linaje
del NB larvario de tipo I marcado con GFP(verde). El
NB del linaje marcado en morado (azul mas rojo) y las
GMCs marcadas en rojo.

NB de tipo 0

Son NBs de tipo I que cambian su modo de division al final de la embriogénesis para
generar otro NB y una célula hija que se diferencia directamente en un destino neuronal

(Baumgardt et al., 2014; Monedero Cobeta et al., 2017; Ulvklo et al., 2012).

NB de tipo I

Son las células que presentan mayor capacidad proliferativa del SNC y dan lugar a,
aproximadamente, una cuarta parte de las neuronas del cerebro adulto (B. C. Bello et al.,
2008; Boone & Doe, n.d.; Bowman et al., 2008). Se identificaron por primera vez en el
cerebro larvario, aunque posteriormente se demostré que se originan en el embrién, en

tres grupos distintos a partir del protocerebro dorsal durante el estadio 12 de la



embriogénesis (Alvarez & Diaz-Benjumea, 2018). Hay ocho NBs de tipo II en cada
hemisferio del cerebro larvario central, seis en la region dorsomedial y dos en la
dorsolateral (figura 6). Estos NBs se dividen asimétricamente dando lugar a otro NB y a
un progenitor neural intermedio inmaduro (iINP) que sufre un proceso de maduracion; el
INP maduro vuelve a dividirse asimétricamente generando otro INP y una GMC, la cual
se divide una vez mas asimétricamente para producir dos neuronas o células gliales. Esta
generacion de neuronas a través de INPs en un proceso conocido como neurogénesis
indirecta. El paso adicional de amplificacion de los NB de tipo II da como resultado
linajes que son de 4 a 5 veces mas grandes que los de tipo I, y contribuyen sustancialmente
a la formacioén de los complejos circuitos del cerebro central (Homem & Knoblich, 2012b;
Viktorin et al., 2013; Weng et al., 2010a). La division de este tipo de NBs se asemeja a la
de las células gliales radiales en la zona subventricular externa de la corteza cerebral de
los mamiferos (Gotz & Huttner, 2005; Merkle & Alvarez-Buylla, 2006). Adicionalmente,
se han identificado varios genes que participan en el proceso de maduracion de los INPs
cuya mutacion genera tumores malignos en el cerebro de Drosophila (Saini & Reichert,
2012). Por lo tanto, el estudio de estos NBs puede contribuir a mejorar nuestra
comprension no solo de la generacion de complejidad celular en la corteza cerebral de los

mamiferos, sino también del origen de los tumores cerebrales malignos.

Figura 6. Micrografia dorsal del SNC de
Drosophila, en cuyo cerebro central se
aprecian los 8 linajes de NBs de tipo II,
marcados con GFP, existentes en cada
hemisferio cerebral
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Aunque los NBs utilizan la misma maquinaria molecular en el proceso de division
asimétrica, existen varias diferencias entre los NBs embrionarios y los larvarios. A
diferencia de los embrionarios, los NBs larvarios tienen una capacidad proliferativa
mayor, recuperan su tamafio original entre las rondas de division y no siempre se dividen
con una orientacion fija (Ito’ And & Ho~ta, 1992; White’ And & Kankel’, 1978). En
cuanto a los NBs de tipo II y de tipo I, ambos tipos de NBs exhiben muchisimas
similitudes, pero se diferencian en varios aspectos importantes, muchos de los cuales ya
se han mencionado anteriormente (figura 7). A nivel molecular, los NBs de tipo II no
expresan el factor de transcripcion Asense (Ase) ni el determinante de destino celular
Pros. En cambio, tanto los NBs de tipo I como los INPs presentan Ase nuclear y Pros
citoplasmatico; ambos se dividen asimétricamente y expresan todos los marcadores de
polaridad apico-basal como los NB de tipo II, pero segregan Pros a la célula hija, la GMC,
ademas de Numb, Brain Tumor (Brat) y Miranda (Mira) (estos si presentes en los NBs de

tipo II) promoviendo la diferenciacion neuronal en dicha célula.
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Figura 7. Linajes de NBs del derebro central y patrones de expresién de factores de transcripcion.
Esquema que resume la expresion de los marcadores moleculares moleculares en los NB de tipo 1 'y de tipo
II (adaptada de Yanrui Jiang)




En los NBs de tipo II, la senalizacidén de Notch actlia a través de sus genes diana deadpan
(dpn), Enhancer of split my-helix-loop-helix (E(spl)my-HLH) y klumpfuss (klu), los cuales
funcionan como factores de renovacion manteniendo a los NBs de tipo II en un estado
indiferenciado (figura 8). Los INPs recién nacidos (iINPs) de la division de estos NBs se
caracterizan celularmente por su inactividad mitética y detencion en la fase G2, y
molecularmente por la ausencia de los factores de transcripcion Dpn y Ase. Estos iINPs
experimentan un proceso de maduracion estereotipico de 4-5 horas de duracion donde los
determinantes celulares que han sido segregados por la célula madre (NB) desempenian
un papel fundamental en el proceso de restriccion de su potencial de desarrollo a través
de la inhibicion de Notch, y de sus dianas dpn, E(spl)my y klu. Los determinantes Numb
y Brat se coordinan proporcionando dos mecanismos paralelos que evitan la reversion de
los iINPs recién nacidos a NBs, suprimiendo la accion de los factores de renovacion a
nivel transcripcional y transduccional. Primero Numb especifica la identidad del INP
bloqueando la via de Notch, y a continuacion Brat suprime la accién de Klu a través de
la actividad de Armadillo (B-catenina). A continuacion, Earmuff (Erm) se expresa en los
iINPs para continuar antagonizando la sefializacion de Notch y evitar que revierta a NB
(actia como un represor transcripcional temporal de los genes diana de Notch), y
restringiendo su potencial de desarrollo mediante la activacion de Pros. Erm se expresa
exclusivamente en iINPs. Una vez que los INPs han madurado y adquirido el potencial
de desarrollo restringido, expresan Ase y Dpn y se reactiva la sefializacion de Notch que
promueve su DCA. Los INPs se dividen cinco o seis veces mas, y en cada division se
renuevan generando finalmente por INP entre 4 y 6 GMC y entre 8 y 12 neuronas o

células gliales (Janssens et al., 2014; Weng et al., 2010b).



Notch actia a través

Dpn, E(spl) y klu,
manteniendo la
capacidad de
autorrenovacion

1-Numb especifica la
identidad de INP. Evita
la reversion a NB
bloqueando la via de
Notch.

3-Erm antagoniza la
sefalizacion de Notch
evitando la reversion.

2-Brat especifica la
identidad de INP. Evita
la reversion a NB
suprimiendo la accién
de Klu

5- Los INPs maduros
expresan Dpn y Ase
activando la
sefalizacion de Notch
que promueve DCA.

Figura 8. Factores que regulan la progresion del linaje en los neuroblastos de tipo II. Durante la
proliferacion de los NBs de tipo II varias proteinas, como Brat, Numb y Erm, restringen la capacidad de
proliferacion de los INPs e inhiben la reversion de los INPs inmaduros durante su proceso de maduracion
antagonizando la via de sefializaciéon de Notch como la de sus dianas Dpn, E(spl) y Klu que mantienen la
capacidad de autorrenovacion y promueven DCA (adaptada de Yanrui Jiang)

2. Division celular asimétrica

La division celular asimétrica (DCA) es un proceso fundamental, altamente conservado
y presente en la mayoria de los organismos (Knoblich Juergen A., 2001; Wodarz &
Huttner, 2003; Zhong & Chia, 2008). La DCA es el mecanismo empleado por las células
madre/progenitoras para establecer los diferentes destinos celulares durante el desarrollo
y, por tanto, para generar diversidad celular. Asimismo, se ha demostrado en los ultimos
afios que la DCA es un proceso muy importante no sélo en el estudio de la biologia de
las células madre sino también en el contexto del cancer (Chang et al., 2012; Knoblich,

2010b; Yoo & Kwon, 2015).

En una DCA, una célula madre/progenitora genera dos células hijas distintas, una
conserva la identidad de la célula madre (i.e. capacidad de proliferaciéon, mantenimiento

del estado indiferenciado y la capacidad de producir células hijas que se diferencian) y la
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otra célula hija pierde las caracteristicas de la célula madre y se especializa (i.e. detiene

la proliferacion y empieza un proceso de diferenciacion) (figura 9).
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Figura 9. Esquema general de la DCA de una célula madre que da lugar a dos células hijas, una que
mantiene su capacidad proliferativa y otra que entra en un programa de diferenciacion.

Como se ha mencionado, la DCA es un mecanismo muy conservado en la evolucion,
observandose en una amplia gama de organismos, desde procariotas a eucariotas y es
esencial durante la embriogénesis, determinando la especificacion de los distintos tipos e
identidades celulares. Asimismo, la DCA es critica en el proceso de regeneracion tisular,
permitiendo que las células madre se renueven y manteniendo asi la homeostasis tisular

en el adulto (Liu & Song, 2016; Spalding et al., 2013).

2.1. Mecanismos de regulacion

El proceso de division asimétrica se inicia en interfase, finaliza al producirse la citocinesis
y esta regulado principalmente por dos mecanismos fundamentales: intrinsecos o
autonomos y extrinsecos o no autéonomos (Robert Horvitz & Herskowitzt, 1992;
Yamashita et al., 2010). Los mecanismos intrinsecos se basan en la polarizacion de la

célula durante el ciclo celular, culminando el proceso durante la mitosis (figura 10). La
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célula madre se polariza estableciendo un eje de polaridad, sobre el que se distribuiran de
forma asimétrica diferentes complejos de proteinas (Betschinger & Knoblich, 2004; Yu
et al., 2006). Los NBs del SNC de Drosophila se han usado tradicionalmente como
sistema modelo para analizar estos mecanismos intrinsecos. En los NBs polarizados, un
grupo de proteinas se acumula en el polo apical del NB. Dichos reguladores apicales son
los encargados de controlar la correcta distribucion en el polo basal del NB de las
proteinas determinantes del destino celular; asi, la célula hija que herede estos
determinantes detendra la division y empezard el proceso de diferenciacion celular,
mientras que la célula hija que herede los reguladores apicales adquirira la identidad de

cé¢lula madre y continuara dividiéndose.
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Figura 10. Esquema de los mecanismos de regulacion auténomos o intrinsecos durante la DCA de
una célula madre (adaptada de Y. Yamashita, Hebao Yuan, Jun Cheng, A. Hunt, 2010)

En la regulacion extrinseca, la célula madre esta en estrecho contacto con un nicho, un
microambiente especializado, que actia como fuente de sefales siendo responsable del
mantenimiento del potencial proliferativo de ésta (L. Li & Xie, 2005) (figura 10). Un
ejemplo de células madre modelo en el que se ha analizado este tipo de mecanismos
extrinsecos profundamente son las células madre germinales (GMCs) de Drosophila
(Barton et al., 2016; Fuller & Spradling, 2007). Durante la mitosis, la célula madre

dispone la orientacidon del huso mitdtico perpendicular a la superficie del nicho, haciendo
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que solo una célula hija mantenga el contacto y contintie recibiendo las sefiales de éste,
conservando asi la capacidad de proliferacion; por el contrario, la otra célula hija que no
estd en contacto con el nicho y no recibe estas sefiales empieza un proceso de

diferenciacion.

insic istion Salf- renewal Differentiation

Figura 11. Esquema de los mecanismos de regulacion no auténomos o extrinsecos durante la DCA de
una célula madre (adaptada de Y. Yamashita, Hebao Yuan, Jun Cheng, A. Hunt, 2010)

Por lo tanto, en la DCA las células madre dependen de su arquitectura celular: asimetria
en la distribucion de reguladores de polaridad, del citoesqueleto, huso mitético y
centromeros, asi como de su entorno celular. La maquinaria que establece y mantiene la
polaridad celular, controla la orientacion del huso mitdtico y localiza los determinantes
del destino celular estd altamente conservada evolutivamente. Edwin Conklin fue el
primero en demostrar que los embriones de Styela plicata (Ascidias) segregaban de forma
asimétrica su citoplasma para especificar el destino de las células musculares (Conklin et
al., 1905). Desde entonces, la maquinaria que regula DCA se ha estudiado en diferentes
organismos modelos muy separados en la escala evolutiva, desde organismos simples y
facilmente manipulables genéticamente (i.e levadura, Caenorhabditis elegans o
Drosophila melanogaster) hasta mas complejos (vertebrados). Estos estudios
embrioldgicos han demostrado que muchos reguladores estan conservados en distintas

especies. Por ejemplo, las proteinas que forman el complejo PAR se descubrieron en C.



elegans (Kemphues et al., 1988), y actualmente se ha demostrado que actian como
reguladores de la polaridad apico-basal en osteoblastos de raton (Boxem & van den
Heuvel, 2019; van der Horst et al., 2019). La proteina Kar9 se describid por primera vez
en la levadura (Liakopoulos Dimistris et al., 2003) y posteriormente se demostrd que
controla la asimetria de las células madre astrales y de las células madre neurales de raton

(Wang et al., 2009).

2.1.1 Mecanismos intrinsecos de DCA en NBs

Como se ha mencionado previamente, los NBs de Drosophila se han utilizado durante
décadas como un excelente sistema modelo para estudiar los mecanismos moleculares y
bioquimicos que participan y regulan la DCA, fundamentalmente la regulacion intrinseca.
La comprensién y los conocimientos obtenidos representan uno de los logros y
contribuciones mas importantes de la investigacion de Drosophila en el campo de la
biologia del desarrollo. Para que la DCA se realice con éxito en los NBs es necesario que
se produzcan dos eventos fundamentales relacionados entre si: 1) el establecimiento de
la polaridad apico-basal (y la consecuente localizacion y segregacion asimétrica de los
determinantes del destino celular, asi como la correcta orientacion del huso mitotico a lo
largo de este eje de polaridad) y 2) la regulacion del tamaio de las células hijas (Chia et

al., 2008).

Establecimiento de la polaridad apico-basal

Los NBs son células que estan muy polarizadas a lo largo de su eje apico-basal, siendo

esto fundamental para la correcta orientacion del huso y para la localizacion asimétrica
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de los determinantes del destino celular. En el caso de los NBs embrionarios, dicha
polaridad la heredan de las células del neuroectodermo del cual se delaminan. En el
mantenimiento de esta polarizacion participan distintos complejos apicales y basales de

proteinas que confieren finalmente a las células hijas su identidad celular (figura 12).
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Figura 12. Polarizacion de complejos durante DCA de NBs. Los NBs de Drosophila se dividen
asimétricamente a través de mecanismos intrinsecos, dando lugar a otro NB que continua dividiéndose y una
GMC que recibe los determinantes del destino celular y empiezan un proceso de diferenciacion. La
localizacion basal de los determinantes celulares esta regulada por un grupo de proteinas que se localizan en
el polo apical del NB denominado complejo apical (adaptada de Rita Sousa-Nunes and W. Gregory Somers
2013)

Los determinantes del destino celular cambian su distribucion de forma dinamica durante
el ciclo celular, se localizan en el polo basal durante metafase formando una media luna,
y se segregan exclusivamente a la GMC durante la citocinesis, donde actuan promoviendo
la diferenciacion y especificacion celular y suprimiendo la proliferacion. Este complejo
basal de determinantes de identidad estd formando por tres proteinas principales
(mencionadas anteriormente), la proteina adaptadora Numb, el factor de transcripcion
Pros y el regulador traduccional Brat, asi como sus dos proteinas adaptadoras, Mira y

"Partner of Numb" (Pon).



Numb participa en la especificacion del destino de la GMC/ INP mediante la inhibicién
de Notch (Chia et al., 2008; Guo et al., 1996), al promover su endocitosis y la de la
proteina Sanpodo (Spdo) en la GMC/INP a través de la proteina a-Adaptin (o-
Ada)(Catherine A. Dye et al.,, 1998; James B. Skeath & Chris Q. Doe, 1998). La
localizacion asimétrica de Numb en el polo basal del NB requiere de su fosforilacion por
el regulador apical aPKC, con el consecuente desplazamiento de Numb de la corteza
apical a la basal(Andreas Wodarz et al., 1999; Rolls et al., 2003). Ademas, la proteina
adaptadora de Numb, Pon, también contribuye a la localizacion adecuada de Numb ya
que, previa fosforilacion por la quinasa Polo, se acumula también en el polo basal y se

une directamente a Numb (B. Lu et al., 1998; Wang et al., 2007).

Pros se sintetiza en el NB y se mantiene en el citoplasma hasta que el NB entra en
mitosis(Fumio Matsuzaki, 2000), momento en el que cambia su localizacion al polo basal
mediante la unidn a su proteina de anclaje, denominada Mira, que es la responsable de su
localizacion asimétrica durante el ciclo celular(Hiroko Tkeshima-Kataoka et al., 1997,
Shen et al., 1997). Pros se segrega junto con Mira a la GMC y una vez completada la
divisiéon celular, después de la citocinesis, Mira se degrada liberando a Pros, que se
transloca al nticleo donde actia como factor de transcripcion(Atwood & Prehoda, 2009;
Choksi et al., 2006; L. Li & Vaessin, 2000). En el nicleo, Pros promueve la transcripcion
de genes especificos de la GMC y genes implicados en la diferenciacién terminal
neuronal como fasciclin Il y Netrin-B. Por otra parte, Pros actia reprimiendo la expresion
de genes especificos de NBs y suprimiendo la transcripcion de reguladores del ciclo
celular como Cyclin A, Cyclin E y string, un homologo en Drosophila de Cdc25. Pros
también regula positivamente la expresion de dacapo, un inhibidor de quinasa

dependiente de ciclina.



Brat se segrega en la GMC durante la mitosis y contribuye a su especificacion (B. Bello
et al., 2006; Betschinger et al., 2006). Inhibe la sintesis de proteinas evitando asi la
autorrenovacion e induciendo la diferenciacion. Su proteina adaptadora Mira es
fosforilada por aPKC, lo que conlleva a su exclusion del polo apical y su acumulacion en
el polo basal donde se une a Pros y Brat y localiza a las dos proteinas en la corteza basal

(Lee et al., 2000).

El establecimiento y el mantenimiento de la polaridad de los NBs estd controlado por el
complejo apical, constituido por proteinas que durante la division se localizan en la
corteza apical y regulan tanto la localizacion basal y la segregacion de los determinantes
del destino celular como la correcta orientacion del huso mitotico y la asimetria de tamaio
de las células hijas (NB y GMC) (figura 14). El complejo apical estd formado a su vez
por dos complejos distintos: PAR/aPKC y el complejo formado por
Pins/Gai/Canoe(Cno)/Mud que estan unidos a través de la proteina Inscuteable (Insc)
(figura 13). Insc tiene un papel muy importante en el mantenimiento de la polaridad ya
que es responsable de la coordinacion entre la orientacion del huso mitdtico y la
localizacion de proteinas a lo largo del eje apico-basal(Mauser & Prehoda, 2012; Rachel
Kraut & Jose” A. Cam pos-Ortega, 1996; Siller & Doe, 2009). Por otra parte, la proteina
apical Canoe (Cno) (proteina reguladora del proceso de DCA, descrita originalmente en
NBs embrionarios) forma un complejo con Pins que modula la localizacion de Mud
contribuyendo al cambio entre Pins/Insc a Pins/Mud, y al reclutamiento de otras proteinas
necesarias para la orientacion del huso mitdtico. También interacciona funcionalmente
con Insc, Gai y Mud para generar linajes especificos en el SNC como también participa
en la localizacion basal de los determinantes del destino celular y generacion de células

hijas de tamafio desigual (Speicher et al., 2008)(Speicher et al., 2008).
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Figura 13. Establecimiento de la polaridad apico-basal en NBs en metafase. El complejo PAR(Par-
6/aPK C/Baz), junto con otras proteinas (Cdc42, Daap160) que contribuyen a su localizacion y activacion, se
une a través de Baz a la proteina adaptadora Insc, la cual también se une a Pins proporcionando un enlace
entre las proteinas de polaridad apical y la maquinaria de orientacion del huso. (Figura E. Gallaud et al., 2017)

El complejo PAR/aPKC funcional esta formado por tres proteinas, denominadas Bazooka
(Baz)/PAR-3, Par-6 y la proteina quinasa atipica C (aPKC), y se encuentra altamente
conservado en evolucion. La formacién y la localizacion apical del complejo estd
regulada por Aurora A (AurA) (Wirtz-Peitz et al., 2008a) y otras proteinas, incluidas
Cdc42, la proteina fosfatasa 2A (PP2A) (Chabu & Doe, 2009; Krahn et al., 2009; Ogawa
et al., 2009) y la proteina adaptadora Dap160 ("Dynamin associated protein 160") (Chabu
& Doe, 2008). Hay que resaltar que el citoesqueleto de actina es necesario para la
localizacion asimétrica de los determinantes del destino celular y la GTPasa Cdc42,
componente del complejo PAR/aPKC, que se une directamente a Par-6, actia como
regulador de la dindmica de actina (Georgiou et al., 2008; K. P. Harris & Tepass, 2008;
Vermeer et al., 2003). De hecho, existe una estrecha conexion entre el complejo apical y
el citoesqueleto de actina. El complejo PAR/aPKC es responsable de dirigir la
localizacion basal de los determinantes del destino celular a través de una serie secuencial
de eventos de fosforilacion (Wirtz-Peitz et al., 2008a). Asi, aunque en etapas tempranas
de profase el complejo estd compuesto por la asociacion de Par-6, aPKC y L(2)gl,

posteriormente, la quinasa mitdtica AurA fosforila a Par-6, conduciendo a la activacion



de aPKC que, por una parte, fosforila y libera a L(2)gl del complejo siendo L(2)gl
reemplazada por Baz/PAR-3 y, por otra parte, fosforila a Numb y a Mira restringiendo su
localizacion al polo basal durante mitosis .

La fosforilacion de L(2)gl por aPKC, que conduce a la inactivacion apical de L(2)gl
(provoca un cambio conformacional en la proteina y evita su asociaciéon con el
citoesqueleto de la corteza apical restringe su actividad a la corteza basal del NB. L(2)gl,
a su vez, reprime aPKC en el polo basal. En consecuencia, L(2)gl activo promueve la
localizacion de los determinantes del destino celular solo en la corteza basal del NB,
donde aPKC estd ausente. Ademads, L(2)gl afecta a la actividad asimétrica del
citoesqueleto mediante la interaccion directa con la miosina II no muscular (NMII),
proteina motora de transporte de actina, que contribuye al mantenimiento de la forma
celular , polaridad celular y a la division celular, y que es esencial también durante otros
procesos como adhesion y migracion celular (Cao et al., 2015; Wirtz-Peitz et al., 2008b).
L(2)gl activo restringe la actividad de NMII-A e inhibe el ensamblaje de actina y miosina,
por el contrario L(2)gl inactivo se disocia del citoesqueleto. También existe un vinculo
entre la polaridad del NB y la regulacion del ciclo celular. Por ejemplo, la localizacion de
Insc y la de los determinantes del destino celular dependen de la actividad de la quinasa
mitotica Cdc2. Asimismo, los reguladores de ciclo celular AurA y Polo (mencionados

previamente) también participan en la regulacion de la DCA.

El control de la geometria del huso mitoético y de su orientacion paralela al eje apico-basal
es un proceso crucial, ya que es indispensable para la correcta segregacion de los
determinantes a una s6lo célula hija y, consecuentemente, para que el proceso de division
asimétrica sea exitoso (Cabernard & Doe, 2009). La orientacion del huso mitdtico esta
principalmente orquestada por el complejo apical de Pins/Gai (Nipper et al., 2007;

Schaefer et al., 2000; Yu et al., 2005). Pins actia como un andamio molecular mediante
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la interaccion directa con Insc and Gai. Insc unido al complejo Par a través de Baz/PAR-
3 interacciona con Pins, cambiando su conformacion y permitiendo la union de Pins con
Gai, localizada en la membrana. Entonces, la proteina apical Cno desplaza a Insc (se une
a Pins en la misma regién que Cno) y promueve la union a Pins de las proteinas DIgl y
Mud (que sustituird a Cno en su unioén a Pins). DIgl, interacciona con una proteina
motora, la kinesina Khc-73, de tal manera que el complejo Pins-Dlgl-Khe-73 puede
anclar los microtibulos astrales a la corteza apical (Siller et al., 2006). Por otra parte,
Mud interactia con el complejo Dynein-Dynactin (Carter et al., 2018). La Dynein es una

proteina motora asociada a los microtubulos, asi, el complejo Dynein-Dynactin fuerza el

movimiento del huso a través de los microtiibulos hacia el lado apical.
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Figura 14. Dindmica del complejo apical en el control de polarizacién y segregacion basal de los
determinantes del destino celular. La quinasa Polo participa en la localizacion apical del complejo Par y
fosforila a PON para que se dirija a la corteza basal donde se une a su pareja y determinante celular Numb.
La PP2A desfosforila a Par-6 (antagonizando la actividad de la quinasa AurA) y excluye al complejo Par de
la corteza basal. Ademas, la PP2A también regula la expresion de Polo. Mira y Brat, estan reguladas por PP4
y aPKC; PP4 desfosforila a Mira contribuyendo a su localizacién cortical, y en el polo apical aPKC la
fosforila, provocando su exclusion de la corteza apical y restringiéndola asi a la corteza basal. aPKC también
fosforila a Numb, necesario para su localizacion basal. Numb se segrega en la GMC e inhibe la sefializacion

Notch induciendo diferenciacion. La actividad de Notch permanece alta en el NB y promueve la proliferacion.
Mira Brat y Pros también se segregan en el GMC, induciendo un programa de diferenciacion. (Figura E.

Gallaud et al., 2017)




Distintos estudios genéticos en Drosophila han demostrado que tanto la localizacion del
citoesqueleto, la sefializacion mediada por las proteinas Gai y la polaridad celular
participan en la coordinacion entre la localizacion de los determinantes y la orientacion

del huso mitético.

Regulacion del tamarnio de las células hijas

La asimetria de tamafo de las células hijas es el resultado de las caracteristicas
geométricas o de tamano del huso mitético durante la division celular. Concretamente,
durante anafase, el huso mitotico se acerca a la corteza basal y se vuelve asimétrico,
resultando asi que el plano de escision se descentre respecto a sus dos polos y de lugar a
dos células hijas de distinto tamafio. La geometria del huso estd regulada por dos vias
redundantes mediadas por las proteinas de los complejos PAR/aPKC (Baz/Par-6/aPKC)
y Pins/Gai/Locomotion defects (Loco), que también controlan los diferentes
comportamientos y propiedades de los centrosomas (Fuse et al., 2003; [zumi et al., 2004,
2006; Yu Cai et al., 2003). Loco es un regulador de proteinas G que se ha visto implicado
directamente en este proceso (Yu et al., 2005). La asimetria de tamafio entre el NB y la
GMC es importante para mantener el volumen del NB lo suficientemente grande como
para que permita repetidas divisiones sin que se produzca crecimiento celular. Existen
pequenas diferencias respecto al control de la polaridad y de la orientacion del huso
mitotico en funcion del tipo de NB. Los NB embrionarios, durante su delaminacion,
heredan la polaridad apico basal que estd establecida por el complejo apical presente en
el neuroepitelio. Las uniones de adherencia y el contacto celular entre los NBs y las
células epiteliales vecinas actuan junto con el citoesqueleto cortical y el complejo apical
en el mantenimiento de la polaridad y de la orientacion del huso mitdtico en el NB,

haciendo que la divisioén siempre se produzca con la misma orientacién. En cambio, los



NBs larvarios no estan en contacto con ningun epitelio polarizado y las divisiones van
cambiando de orientacion, aunque siempre coordinadas con la localizacioén del complejo
apical gracias a sefiales intrinsecas proporcionadas por los microtiibulos astrales, asi
como a otras sefiales no caracterizadas dependientes de la posicion de la GMC (Januschke

& Gonzalez, 2010; Loyer & Januschke, 2018).

2.1.2 Mecanismos extrinsecos de DCA

Como se ha descrito anteriormente la DCA de las células madre ademds de por
mecanismo intrinsecos, puede estar regulada por mecanismos no auténomos.
Genéricamente, el entorno de las células madre, las células vecinas, controlan el
comportamiento de las células madre y ejercen soporte nutricional y fisico mediante
sefales e interacciones intercelulares. Dicho entorno, fundamental para la supervivencia
y fisiologia de las células madre, se conoce como “nicho”.

Raymond Schofield fue el primero en acuiiar el concepto de nicho, hipotetizando sobre
la existencia de un microambiente, el nicho, que de forma no auténoma impondria a las
células madre su estado celular y regularia su mantenimiento. EI concepto actual de nicho
no estd muy alejado del que propuso Scholfield; asi, el nicho se define como un
subconjunto de células de tejidos y sustratos extracelulares que pueden albergar
indefinidamente una o mas células madre, controlando su autorrenovacion y produccion
de progenie (Scadden, 2014). El nicho funcionaria como un agente de control,
informando sobre el estado del tejido y del organismo a las células madre, asi como
también coordinando diferentes poblaciones de células que interactan en estrecha
proximidad, como por ejemplo el nicho del foliculo piloso (células madre y progenitoras

de la epidermis, el tejido conectivo y adiposo que interactiian en estrecha proximidad).



Los nichos operan mediante dos vias principales (Allan Spradling et al., 2001):

1) A través de un mecanismo de linaje, especificando la division de las células
madre y de las células hijas. La célula madre orienta su plano de division de forma
que solo una célula hija hereda su contacto con el nicho. El nimero de células
madre se mantiene constante a lo largo de muchos ciclos de visiones.

2) Mediante un mecanismo de poblacién en el que el tipo de division de las células
madre es simétrica por lo que ambas células hijas pueden permanecer como
células madre o diferenciarse. El resultado de varios ciclos altera el numero de

células madre o de células diferenciadas terminando por homogenizar el tejido.

El origen del nicho puede derivar de células de otros linajes o de los propios descendientes
de las células madre, y estan compuestos s6lo por células o por células y matriz
extracelular. Los mecanismos que subyacen a la funcion del nicho son muy variados,
llevandose a cabo a través de factores secretados por el nicho o mediante contacto directo
entre células del nicho y la(s) célula(s) madre (Lander, 2012). Por ejemplo, factores de
células madre o factores de crecimiento de células progenitoras como las citoquinas,
miembros de la via de sefializacidon de Notch, factores de crecimiento de fibroblastos
(FGF), epidérmicos (EGF) y transformante 3 (TGF-f), entre otros, son capaces de regular
la renovacion, mantenimiento y supervivencia de las células madre. Hay una estrecha
comunicacion bidireccional entre las células madre y su ambiente. Asi, cambios en el
nicho pueden permitir que ciertos tipos celulares, mas o menos diferenciados, prosperen,

y viceversa, el nicho puede estar moldeado por la célula madre.



3. La glia en Drosophila melanogaster

Las células gliales tienen un papel fundamental durante el desarrollo del SN de
Drosophila, asistiendo numerosos procesos bioldgicos. Por ejemplo, las células gliales
participan en el control proliferativo de NBs y en el aislamiento neuronal, favorecen el
desarrollo y la supervivencia neuronal proporcionandoles soporte trofico y realizan
funciones claves en el posicionamiento neuronal y busqueda de las rutas axonales.
También funcionan regulando el espacio extracelular de neuronas maduras, actuando en
la eliminacién y el reciclaje de neurotransmisores, asi como en la regulacion de canales
i6nicos. Por todo esto, la glia actia como un nicho en diferentes procesos, tanto durante
el desarrollo como en el mantenimiento de la homeostasis tisular en el adulto (Barres,

2008; Corty & Freeman, 2013; Hidalgo et al., 2011; Oland & Tolbert, 2003).

El nimero de células gliales en Drosophila representa entre el 5-10% del total de la
poblacion del SNC (Freeman, 2015a), a diferencia de en vertebrados donde la glia es el
tipo celular mas abundante del SNC (50% en ratones y 90% en humanos). En Drosophila,
el nimero de células gliales se incrementa lentamente durante las primeras etapas del
desarrollo, pero aumenta rapidamente en la etapa larvaria, momento en el que se generan
de la mitosis de células gliales diferenciadas y, sobre todo, de la proliferacion de NBs,

que generan neuronas y glia en sus linajes, asi como de progenitores gliales.

3.1. Tipos de glia en Drosophila

El SNC larvario de Drosophila consta de dos hemisferios cerebrales y el cordon ventral
nervioso. Los cuerpos de las células neuronales del SNC residen en la region de la glia
cortical, mientras que los axones y las dendritas se proyectan hacia el neuropilo. Los tipos

de glia se pueden clasificar por su funcion, ubicacion, estructura o patrones de expresion



génica. Atendiendo a su ubicacion y/o a la morfologia de sus células (Awasaki et al.,
2008; Edwards & Meinertzhagen, 2010a; Hartenstein, 2011a), en el SNC de Drosophila
hay cuatro tipos principales de glia que estructuran el cerebro en capas: superficial,
cortical, neuropilo y periférica (figura 15). Estas exhiben muchas similitudes

morfologicas y funcionales con sus equivalentes en mamiferos.

Glia Superficial

La glia superficial forma la capa méas exterior que envuelve todo el cerebro y se subdivide
en dos capas: Glia Perineural (GP), y Glia Subperineural(GSP). La GP es la capa mas
externa y discontinua que junto con macrofagos secreta una laminilla de carbohidratos
que cubre el SNC, actuando como una barrera fisica y quimica, y los nervios periféricos
(SNP). La GSP es una monocapa de células aplanadas que cubre toda la superficie del
SNC y establece la barrera hematoencefalica al formar uniones septadas entre sus células,
barrera cuya funcion es regular el flujo de sustancias dentro y fuera del cerebro (Auld et
al., 1995; Schwabe et al., 2005). Mantiene contacto directo con la capa de glia cortical

mas superficial.

Glia Cortical
La glia cortical (GC) proporciona una segunda barrera que envuelve y aisla los cuerpos
neuronales y los NBs de regiones vecinas y del neuropilo; para ello, extiende sus
membranas formando estructuras en forma de panal de abejas. Estructural y
funcionalmente, las células de la glia cortical son muy similares a los astrocitos de
mamiferos ya que estan en estrecho contacto con las neuronas. Las membranas de la glia
cortical mantienen contacto fisico con la barrera hematoencefalica (GSP), mencionada

anteriormente, por donde se produce la transferencia de nutrientes y gases entre hemolinfa



y cuerpos neuronales, actuando como conductos celulares para suministrar gases y
nutrientes a las neuronas diana (Pereanu et al., n.d.). La glia cortical también juega un
papel muy importante junto con la GSP regulando la proliferacion de NBs en la larva en

respuesta a factores nutricionales (Chell & Brand, 2010b; Sousa-Nunes et al., 2011b).

Glia del Neuropilo

La glia del neuropilo, compuesto por los axones y dendritas que forman circuitos
neuronales, incluye a la glia envolvente y a los astrocitos. La glia del neuropilo promueve
la supervivencia neuronal a través de mecanismos de apoyo trofico y estd involucrada en
la limpieza de neurotransmisores desde el espacio extracelular. La glia envolvente tiene
la funcién de compartimentar el SN, rodea los nervios que se proyectan fuera del SNC y
el neuropilo, y los separa de la glia cortical (Hartenstein, 2011b). Dicha glia extiende sus
membranas en forma de vaina envolviendo a los axones de las nuevas neuronas que
producen los NBs en larva y en pupa, aislandolos en un entorno propicio para la
activacion neuronal (Dumstrei et al., 2003). La funcién de la glia envolvente seria similar
a la de los oligodendrocitos de mamiferos. Los astrocitos residen en la interfaz de la glia
cortical y el neuropilo, pero sus procesos celulares se extienden por el neuropilo donde
se ramifican para formar una densa red cercana a las sinapsis que cubre la mayor parte
del espacio sinaptico del neuropilo (Stork et al., 2014). De esta forma, los astrocitos tienen
un papel importante en la remodelacion de circuitos neuronales (Truman James W.,

1996)y también participan en la limpieza de neurotransmisores desde el espacio sinaptico.

Glia Periférica

La glia periférica derivada del SNC envuelve, mantiene y modula el desarrollo y la

funcién de neuronas sensoriales periféricas que contienen axones motores y sensoriales
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(Freeman, 2015b; Stork et al., 2012). Los nervios periféricos estan cubiertos por GP y

GSP (de la glia superficial) y por la glia envolvente, mencionadas anteriormente.

En Drosophila no existe la figura de la microglia de mamiferos como tal, con funciones
especificas de tipo inmunologico, sino que parece que todas las células gliales son
competentes para realizar este tipo de funciones, como por ejemplo la ingestion de restos
de neuronas que han sufrido apoptosis o muerte celular durante el desarrollo (Chotard &

Salecker, 2007; Edwards & Meinertzhagen, 2010b).
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Figura 15. Subtipos, posiciones y morfologia de la glia de Drosophila. Vision general del sistema nervioso
central (SNC) larvario de Drosophila. La corteza celular neuronal (gris) alberga todos los cuerpos celulares
neuronales y la mayoria de los gliales. Los contactos sindpticos del SNC entre las neuronas se encuentran
dentro del neuropilo (blanco). Las interneuronas (IN) (azul) presentan las proyecciones dentro del neuropilo:
las motoneuronas (MN) (rojo) extienden los axones hacia el campo muscular periférico. (Abajo) vista
transversal de los subtipos gliales (verde). La disposicion morfoldgica en el cerebro adulto es similar. (De
Freeman 2012).
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3.2 Glia & Neuroblastos

Al final del desarrollo embrionario, las células madre del SNC de Drosophila, los NBs,
entran en un estado inactivo o de quiescencia a través de factores de transcripcion que
controlan la identidad temporal (mecanismos intrinsecos), y se reactivan durante el
desarrollo larvario (Chell & Brand, 2010b; Jessica S. Britton & Bruce A. Edgar, 1998)

(figural®6).
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Figura 16. El SNC de Drosophila se desarrolla mediante dos oleadas de neurogénesis. Los NBs se dividen
asimétricamente durante la embriogénesis para formar el sistema nervioso larvario. A continuacion, entran
en quiescencia, a partir de la cual se reactivan en los primeros estadios larvarios para generar las neuronas
que construyen la mayor parte del sistema nervioso adulto. CB, cerebro central. VNC, cordon nervioso
ventral. (Imagen de Pauline Spéder y Andrea H Brand 2018)

Esta transicion quiescencia-proliferacion del estado de los NBs esta fisiologicamente
acoplada al crecimiento y al desarrollo de las larvas a través de estimulos nutricionales
proporcionados por nichos locales formados por células gliales, en estrecho contacto con
los NBs (Tomoatsu Ikeya et al., 2002) (figura 17). Por lo tanto, la glia es fundamental
para la reactivacion de los NBs. En este proceso de reactivacion de los NBs, el cuerpo
graso de Drosophila (similar funcionalmente al higado de mamiferos) actiia como sensor

de aminoacidos esenciales que provienen de la dieta de las larvas. A través del
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transportador cationico de aminoacidos Slimfast (Slif), el cuerpo graso activa la via de
sefalizacion TOR que desencadena la produccion del factor de crecimiento FDS (fat-
body derived signals); el FDS induce, a su vez, la secrecion local de péptidos similares a
la insulina (dILP) por la glia superficial y cortical cercana a los NBs inactivos. Estos dILP
se unen a sus receptores de insulina (dInR), que estan presentes y muy enriquecidos en
los NBs, activando la via PI3K/Akt responsable del crecimiento, la reactivacion y
reentrada en el ciclo celular de los NBs en respuesta a los estimulos nutricionales (Sousa-
Nunes et al., 2011b). Los componentes de senalizacion de insulina/ PI3K/TOR estan

altamente conservados entre insectos y vertebrados.
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Figura 17. Modelo del desarrollo de la glia cortical durante la etapa larvaria de Drosophila. La glia
cortical envuelve individualmente cada NB y su progenie organizando los linajes dentro de camaras. Dicha
glia favorece el desarrollo de los linajes y les aporta seflales nutricionales, promoviendo también la
supervivencia de las neuronas recién nacidas dentro de los linajes. (Imagen de Pauline Spéder y Andrea H
Brand 2018)

Este es un claro ejemplo de como el nicho influye en el comportamiento de los NBs. La
glia cortical envuelve individualmente cada NB y su progenie, separando y organizando
los linajes dentro de una camara que se forma durante el desarrollo larvario en un proceso

que consta de tres fases: expansion, encapsulamiento y extension (Speder & Brand, n.d.)
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(figura 18). La evolucion de la formacion y morfologia de estas camaras es paralela a la
reactivacion de los NBs, adaptandose asi a las necesidades de los NBs. Por ejemplo, en
la primera etapa de la reactivacion, la ausencia de las camaras permite que los dILPs
lleguen a los NBs, desencadenando la reactivacion del ciclo celular. La formacién de las
camaras de glia cortical alrededor de los linajes de NBs dependen pues de un estimulo
sistémico externo, la nutricion. Ademas, la glia cortical protege a los NBs del estrés
oxidativo y la restriccion nutricional durante las etapas larvarias tardias. Pero esta
asociacion es de doble sentido ya que la glia cortical es capaz de integrar las sefiales
nutricionales externas y sefiales derivadas del comportamiento de los NBs, remodelando

su estructura para que el nicho se adapte a sus necesidades.

Encasing

|
\
|
|

@ T 0.9 =\ .
-~ ( \ (‘,.\ '_‘, (& \ Q Q m
B - )

Cortex glia NSC Neuron

Figura 18. Etapas del desarrollo de la formacién de las cAmaras de la glia cortical en el cerebro larvario
de Drosophila. El proceso esta dividido en tres fases: expansion encapsulamiento y extension. Durante la
expansion las membranas de la glia cortical se expanden, en la segunda etapa, encapsulamiento, las
membranas envuelven completamente cada linaje de los NBs y en la fase de extension la glia cortical se
adapta a los linajes manteniendo la organizacion de las camaras. (Imagen de Pauline Spéder y Andrea H
Brand 2018)

4. Seiiales de guia axonal

Las senales de la guia axonal se caracterizaron originalmente en el SN como proteinas
encargadas de controlar el crecimiento y la migracion de los axones para alcanzar e
inervar a sus células diana durante el desarrollo. Estudios posteriores demostraron que las

sefiales de guia axonal también actian durante el desarrollo de una gran variedad de



tejidos y organos fuera del SN, asi como en adultos durante la reparacion de heridas, las
respuestas inmunitarias y la regeneracion de tejidos (Friedl & Gilmour, 2009; Jin et al.,
2008; Laird et al., 2008). Estas sefiales influyen en muchas decisiones de polaridad
celular, como la orientacion del huso mitdtico durante la division simétrica en células
epiteliales o el establecimiento de la polaridad apicobasal en epitelios mediante la union

a moléculas receptoras especificas.

Las neuronas crecen a partir de estructuras especializadas denominadas conos de
crecimiento donde expresan moléculas receptoras especificas que detectan las senales de
guia axonal ambientales, dirigiendo asi su formacion, movimiento y orientacion (Friedl
& Gilmour, 2009; Sink & Whitington, 1991). La regulacién de la expresion de los
receptores depende de cambios en la transcripcion y en la traduccion, asi como de
interacciones con otras proteinas. La union sefal-receptor genera la activacion de
cascadas de sefializacion intracelular a través de la interaccion directa o indirecta con
proteinas efectoras (por ejemplo, RhoGTPasas) que organizan la respuesta de la célula
regulando la estructura y la dindmica del citoesqueleto de actina (Carlier, 1991; Dent &
Gertler, 2003; Gungabissoon & Bamburg, 2003; van Pelt et al., n.d.). Los cambios
localizados en el citoesqueleto de actina dentro del cono de crecimiento representan la
principal fuerza impulsora en la elongacion del axén. Dichas vias de sefializacion

intracelulares estan bastante conservadas entre diferentes especies, incluidos humanos.

Las familias de proteinas de guia axonal Slit [Slit], Netrin [Ntn]/Netrinas, Semaphorin
[Sema]/Semaforinas y Ephrin [Efn]/Efrinas, se han clasificado originalmente en funcién
de su rango y modo de actuacidon, ya que pueden actuar como sefales atractivas o

repulsivas, a corto alcance (a través de la unidn directa a su receptor) o largo alcance



(secretadas). Asi, se distinguirian: 1) Repelentes de corto alcance como Efn y algunos
tipos de la familia Sema, ancladas a la membrana por un dominio transmembrana unico
(Sema 1, Sema 4, Sema 5, Sema 6) o ligadas a glicosilfosfatidilinositol (GPI) (Sema 7),
2) repelentes de largo alcance, como Slit y Sema (Semas 2 y Sema 3), y 3) sefnales
bifuncionales, de atraccidén y repulsion, de largo alcance, como la familia Ntn. A
continuacion, se resumen las caracteristicas de estas cuatro familias de sefiales de guia

axonal, asi como de sus respectivos receptores.

Slit/Roundabout (Robo)

Las glicoproteinas Slit constituyen una familia de sefiales de orientacion que se secretan
y fueron identificadas por primera vez en Drosophila (Rothberg et al., 1988), donde sélo
hay un gen frente a los tres homologos: Slitl, Slit2 y Slit3, presentes en mamiferos (Brose
et al., 1999; Marillat et al., 2002). Las glicoproteinas Slit contienen varios motivos
proteicos: repeticiones ricas en leucina (LRR), repeticiones tipo EGF y un dominio G de
laminina (Rothberg et al., 1990) (figura 19). Slit sefaliza a través de la unidn a su receptor
canonico Robo, aunque también puede unirse a otros receptores, lo cual permite regular

la capacidad de respuesta de los axones comisurales a Slit.

Las proteinas transmembrana Robo son miembros de la superfamilia de las
inmunoglobulinas (Igs). Cada receptor Robo presenta una estructura parecida que consta
de cinco dominios similares a las inmunoglobulinas (Igs), tres repeticiones de
fibronectina tipo III (FN3), un dominio transmembrana y un dominio citoplasmatico con
hasta cuatro motivos conservados (CC0-3) (Thomas Kidd et al., 1998) (figura 19). En
Drosophila hay 3 genes robo (robol, robo2 y robo3) que son homologos a los de

vertebrados donde hay 4 (Robol, Robo2, Robo3 y Robo4) (Hohenester, 2008).
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La principal funciéon de la senalizacion Slit/Robo, y la primera que fue descrita, es la
repulsion de los axones en la linea media del SNC, previniendo el cruce longitudinal de
estos. Ademas, durante los ultimos afios se ha demostrado que la senalizacién Slit/Robo
participa en la regulacion de los procesos relacionados con la organogénesis (de corazon,
pulmon, goénadas y ovarios) y también en procesos de angiogénesis. Asimismo, fallos en
dicha sefializacion se han relacionado estrechamente con distintas afecciones patologicas
humanas, como el cancer de pulmoén, de mama, angiogénesis tumoral, dislexia y la

inflamacion (Blockus & Chédotal, 2016).

Netrinas (Ntn)/Frazzled (Fra)

Las Netrinas constituyen una pequefia familia de moléculas secretadas, relacionadas
estructuralmente con la laminina, que actuan sobre las células neurales a través de sus

receptores transmembrana Frazzled (Fra)/Deleted in Colorectal Cancer (DCC) y UNC-5



(Banyai & Patthy, 1999; Serafini et al., 1994), con funciones duales en la guia del axén,
bien como quimioatrayentes o como quimiorrepelentes, dependientes del contexto (figura
20). Drosophila presenta dos genes de Netrinas (NetA y NetB) que se expresan en la linea
media e inducen atraccion y el cruce de la linea media de los axones a través de la union
a su receptor Fra, y repulsion a través del receptor Unc-5 (R. Harris & Sabatelli, 1996;
Mitchell et al., 1996). Las Netrinas no solo estan involucradas en la guia o desarrollo de
los axones, sino que también juegan un papel central en la migracion de neuronas, actiian
como factores de crecimiento y son precursores de oligodendrocitos gliales y células
mesodérmicas durante la embriogénesis, entre otras funciones (3-Netrin 1 Acts as an
Attractive or as a Repulsive Cue for Distinct Migrating Neurons during the Development
of the Cerebellar System, n.d.; Bloch-Gallego et al., 1999; Hamasaki et al., 2001; Lim &
Wadsworth, 2002). En mamiferos se han identificado Netrinl, Netrin3 y Netrin 4, que
son secretadas, y Netrin-G1 y Netrin-G2 que también se secretan, pero se quedan ancladas
a la membrana. Estudios recientes han vinculado el papel de las Netrinas con la muerte y
el crecimiento de los tejidos, actuando como reguladoras de la apoptosis y pudiendo ser
la via por la que p53 regula el ciclo celular (Arakawa, 2005). Asimismo, se ha demostrado
que la Netrinl se sobrexpresa en varios canceres humanos, pudiendo utilizarse como

biomarcador (Kefeli et al., 2017).

En Drosophila, el receptor transmembrana Fra es el homodlogo del receptor implicado en
el cancer colorectal (DCC) en humanos. Fra media la sefializacion atractiva hacia la linea
media junto con las Netrinas, y también estd involucrado en la morfogénesis y proyeccion
de neuronas(Akin & Lawrence Zipursky, 2016; Kolodziej et al., n.d.). Se expresa en el
cono de crecimiento axonal, dendritas y en el cuerpo celular neuronal. Fra también

funciona como un activador transcripcional; a través de su proteolisis, activada por la
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unién de un ligando especifico, libera su dominio intracelular (ICD) que se mueve al
nucleo y activa la transcripcion de genes que promueven el cruce de la linea media
(Neuhaus-Follini & Bashaw, 2015). En vertebrados, DCC también puede regular la
transcripcion a través de la localizacion nuclear de su ICD. DCC se descubri6 por primera
vez en el estudio del cancer colorrectal en 1990, y desde entonces se ha estudiado como
posible gen supresor de tumores (Vanzomeren-Dohm et al., 2011). Ademas, en ausencia

de Netrinl, DCC se ha demostrado que puede inducir muerte celular en células epiteliales.
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Semaforinas (Semas), Neuropilinas (Npn) v Plexinas (Plexins)

La familia de las Semas se identifico originalmente en invertebrados como moléculas de
guia axonal en el cono de crecimiento (Matthes et al., 1992). La familia de Semas contiene
proteinas tanto secretadas como transmembrana, y se dividen en ocho clases (1, 2, 3, 4,

5,6,7y V) (Kuwada et al., 1999) (figura 21). Las Semas actian principalmente como
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sefiales inhibitorias de corto alcance (transmembrana) durante el desarrollo (de Wit &
Verhaagen, 2003). Las dos principales familias de proteinas que actiian como receptores
de las Semas, y por lo tanto estan involucradas en la mediacion de las respuestas, son las
Plexinas (Plexin A1-4, Plexin B1-3, Plexin C1 y Plexin D1) y la Neuropilinas (Npnl y
Npn2) (Fujisawa & Kitsukawat, 1998). Los cuatro miembros de la subfamilia Plexin-A

de receptores pueden también funcionar como transductores de sefiales.
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Efrinas / Eph

El sistema Efrina-Eph regula una gran variedad de procesos biologicos durante el
desarrollo embrionario que dependen de la remodelacion del citoesqueleto; por ejemplo,
la guia de los conos de crecimiento del axdn, la formacion de limites o bordes de tejido y
la migracion. Tanto los ligandos (Efrinas) como los receptores (Eph) son proteinas
transmembrana (figura 22), por lo que la interaccion de ambos y la activacion de las vias
de senalizacion intracelular ocurren a través de interacciones directas célula-célula
(Klein, 2012). Ademas, se ha identificado que esta sefializacion desempefia un papel

fundamental en el mantenimiento de varios procesos durante la edad adulta, incluida la
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diferenciacion de células madre y la angiogénesis en condiciones fisioldgicas y
patoldgicas (Kuijper et al., 2007). En distintos canceres humanos (mama, colon e higado)
se han detectado altos niveles de Efrinas y de Eph; curiosamente, bajos niveles de Efrinas
y Eph también pueden contribuir a tumorogénesis en diferentes contextos celulares

(Merlos-Suérez & Batlle, 2008).
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5. DCA y Cancer

Ademas de la relevancia de la DCA en el campo de la biologia del desarrollo y en el de
la biologia de las células madre, han emergido importantes y estrechas conexiones entre
fallos en la DCA de células madres y el cancer. Los NBs de Drosophila han sido
utilizados en distintos estudios como sistema modelo en la transicion de una célula madre
normal a una célula madre tumoral (Homem & Knoblich, 2012b). Dichos estudios han

demostrado como defectos genéticos o epigenéticos que alteran los complejos o
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mecanismos que regulan la DCA, generan poblaciones altamente proliferativas de NBs
tumorales con capacidad limitada para diferenciarse, y que finalmente pueden dar lugar
a un crecimiento neoplasico (figura 23). Por ejemplo, mutaciones en genes que codifican
los determinantes del destino celular, Pros, Numb y Brat (Betschinger et al., 2006;
Bowman et al., 2008), asi como en el que codifica la proteina adaptadora Mira, producen

sobreproliferacion debido a fallos en el proceso de DCA.
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Figura 23. Proliferacion anormal de NBs y formacion de tumores cerebrales.

Los NBs de Drosophila se dividen asimétricamente en un proceso altamente regulado. Al eliminar los
determinantes del destino celular en los NBs larvarios del cerebro central se altera el equilibrio entre la
autorrenovacion y la diferenciacion, produciéndose NBs tumorales que proliferan de forma indefinida
generando tumores cerebrales. (Imagen de Saini y Reichert 2012)

Los NBs de tipo II son mucho maés susceptibles de generar procesos tumorales cuando la
DCA falla. Ello es debido a que sus linajes comprenden dos tipos de células con identidad
de célula madre o capacidad de autorrenovacién, los NBs y los INP, pudiendo ser asi

mucho mas agresivo el crecimiento. Por consiguiente, el estudio o investigacion de los



eventos moleculares que conectan los fallos en la DCA con la inmortalizacion celular
podria ser de gran relevancia clinica en humanos. Dichos eventos podrian ser parte de los
mecanismos que convierten una célula madre de mamifero normal en una célula madre
cancerosa y, asi, contribuir a la compresion del proceso y al establecimiento de nuevas

terapias frente al cancer.

Como se ha descrito anteriormente, los NBs se dividen asimétricamente a través de
mecanismos exclusivamente intrinsecos o auténomos y estos han sido ampliamente
estudiados y caracterizados. No se conocen ni han sido descritos mecanismos extrinsecos
0 no autdbnomos que puedan estar involucrados en este proceso. También se sabia, como
se ha explicado, que los NBs larvarios estan estrechamente relacionados con la glia
cortical que los envuelve, la cual actia como nicho en distintos contextos nutricionales
(figura 24). Con todo, resultaba sugerente que la glia cortical pudiera funcionar también

como una potencial fuente de sefiales durante el proceso de DCA de los NBs larvarios de

Drosophila.

Figura 24. La glia cortical envuelve a los
linajes de NBs en el cerebro central larvario
de Drosophila.

Imagen confocal de un hemisferio cerebral
larvario de Drosophila en donde se observa la
glia cortical (en rojo) rodeando a los linajes de
NBs de tipo [ 'y de tipo II (en azul el NB del
clon; en los linajes de NBs de tipo II también
aparecen marcados en azul los INPs). CB:
Central Brain (cerebro central); OL : Optic
Lobe (16bulo 6ptico).
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Ademas, durante los ultimos afios, distintos estudios han demostrado el papel de
diferentes moléculas de la guia axonal en la regulacion del proceso de DCA de células

madre:

-La sefalizacion Slit/Robo promueve en el embridon de Drosophila, en un linaje especifico
de un NB (el NB4-2), la division terminal asimétrica de la GMC-1, generando dos
neuronas diferentes, RP2 y RP2sib, durante la embriogénesis (Brijesh Mehta & Krishna

Moorthi Bhat, 2001) (figura 25).

e

Figura 25. La sefializacion Slit/Robo

RP2sib promueve la divisibn terminal

\ / asimétrica en unlinaje especifico del
‘ embrion de Drosophila generando

NB4-2

dos células hijas distintas, las
neuronas RP2 y RP2sib (“sibling”).

GMC-1 RP2

- En el embrién de ascidia, la célula madre previa polarizacion, genera una notocorda y
un precursor neural y esta DCA esta regulada directamente por la sefializacion Efrin/Eph

que polarizan funcionalmente a la célula madre (Picco et al., 2007)

- En el laboratorio demostramos previamente que el regulador de DCA Cno, esta
formando un complejo con Robo durante el proceso de guia axonal, lo que nos llevo a
hipotetizar que Robo podria estar, a su vez, actuando en el contexto del proceso de DCA

junto con Cno (Slovékova et al., 2012).
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- Por ultimo, y como se ha comentado, distintas moléculas de la guia axonal se han visto
implicadas en la formacion de tumores. Debido a la conexion entre fallos en DCA vy el
proceso de tumorogénesis, una posibilidad era que el efecto tumorigénico de dichas
moléculas fuera consecuencia parcial de su implicacion en la regulacion de la DCA

(Arakawa, 2004; Duman-Scheel, 2012; Neufeld et al., 2016).

Con todo, el objetivo principal que nos planteamos en esta tesis doctoral fue dilucidar el
posible papel regulador extrinseco que podian desempenar las moléculas de guia axonal

en la regulacion de la DCA de los NBs larvarios de Drosophila.



MATERIALES Y METODOS

1. Sistema GAL4/UAS

El sistema GAL4 es un método versatil para la manipulacién y el anélisis de la
expresion ectdpica de genes, tanto espacial como temporal, que permite la activacion
selectiva de cualquier gen clonado en una amplia variedad de patrones especificos de
tejidos y células.

Consta de dos componentes: el gen gal4, que codifica la proteina activadora de la
transcripcion de levadura GAL4, y la secuencia UAS (secuencia de activacion
ascendente/ aguas arriba), que es el potenciador al que se une especificamente. Una
ventaja clave del sistema es la separacion de la proteina GAL4 de su gen diana en distintas
lineas transgénicas, lo que garantiza que el gen diana permanece en silencio hasta la

introduccion de GALA4.

En Drosophila, 1a expresion de GAL4 esta bajo el control de un promotor especifico y el
gen de interés esta bajo el control de UAS. Cuando una linea conductora de GAL4 se
cruza con una linea con el gen diana bajo el control de la UAS, la progenie expresa el gen
de interés solo en las células en las que esta presente GAL4. Los potenciadores ubicuos
o especificos de tejido estimulan la expresion de GAL4 que se une a su secuencia UAS y

activa la expresion del gen de interés.

El sistema GAL4 se ha adaptado para muchos usos experimentales: casetes de
interferencia de ARN (siglas en inglés RNAI1) para bloquear la expresion (eliminacion de
genes por RNAI), para expresar formas alteradas de proteinas (mutantes dominantes
negativos), el etiquetado de células, la sobreexpresion o expresion ectopica de genes de

interés y el analisis de interacciones proteina-ADN en todo el genoma. Asimismo, la
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expresion de proteinas indicadoras (por ejemplo, la proteina fluorescente verde GFP)
permite la visualizacion de la estructura y funcion celular en localizaciones especificas
siempre determinadas por la linea GAL4 empleada. Ademads, existen muchas
herramientas y métodos alternativos para refinar alin mas los patrones de expresion
temporal y espacial logrados con el sistema GAL4, como la conduccion de la expresion
de un gen dado con un promotor de choque térmico (control temporal) o con un promotor

enddgeno clonado (control espacial).
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Figura 26. Sistema UAS-GALA4. El cruce de una mosca que expresa GAL4 bajo el control de un promotor
especifico endégeno con una mosca portadora del gen de interés que esta bajo el control de UAS da lugar a
la expresion del gen interés en la progenie del cruce. En ausencia del GAL4 no hay expresion del gen que
esta bajo el control del UAS. (Imagen tomada y adaptada (Brand & Perrimon, 1993)

2. Generacion de clones con el sistema FLP/FRT

La recombinacion mitotica mediada por el sistema FLP/FRT utiliza la recombinasa de
levaduras "Flippase" (FLP) y las secuencias que dicha recombinasa reconoce, las "FLP
recombinase target" (FRT) para generar clones de células hijas homocigoticas a partir de

precursores heterocigoticos. El uso de promotores especificos como el de choque térmico
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que dirigen la expresion de la recombinasa FLP permite ademas el control temporal de la
induccidn de clones en distintas etapas del desarrollo. El analisis de clones mitoticos
proporciona informacion detallada de linajes celulares particulares, de los requisitos
genéticos para su desarrollo, asi como también permite el analisis funcional de genes que
desempefian multiples funciones en diferentes lugares y momentos a lo largo del
desarrollo. Desde su implantacion, esta técnica ha constituido una poderosa herramienta
para el analisis genético en Drosophila melanogaster. Para la caracterizacion de los
clones generados en este trabajo hemos usado como marcador inverso GFP, resultando

asi el tejido mutante GFP negativo y el tejido circundante heterocigoto GFP positivo

(figura 27).
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Figura 27. Esquema representativo de la generacion de clones con el sistema FLP/FRT. Una célula
parental heterocigética puede dar lugar a dos células hijas distintas, homocigdticas para diferentes alelos de
genes y transgenes que residen distalmente al sitio de recombinacion mitotica (tridngulos naranjas: FRTs; la
recombinacion entre FRTs requiere FLP). Las células hijas homocigotas resultantes y su descendencia pueden
distinguirse de las células heterocigotas circundantes en funcién del nimero de copias del transgén marcador
(GFP, en verde).

Generacion de clones

Los cruces y la puesta de huevos se realizaron a 25C° durante 6 horas. Transcurrido este

tiempo las moscas adultas se sacaron de las placas de puestas dejando los huevos con



alimento estandar mas levadura donde se desarrollaron durante 48 horas (embriogénesis,
y estadios larvarios L1 e inicio de L2). Después de estas 48 horas se indujo un choque
térmico de 2 horas a 37C°. Tras el choque térmico, las larvas se pusieron a 25C° para que
se desarrollaran durante 72 horas mas donde las larvas entraban y finalizaban su tltima
etapa de desarrollo larvario (L3). En este estadio L3 tardio las larvas fueron diseccionadas

y fijadas siguiendo el protocolo que se detalla a continuacion.

3. Cepas de Drosophila y genética

Las cepas de mosca utilizadas proceden de Bloomington Drosophila Stock Center
(BDSC), Kyoto Stock Center y Vienna Drosophila Resource Center (VDRC), a menos
que se indique lo contrario: hs-FLP; Akap200NP2222-Gal4 (Kyoto: 112830); DIl-Gal4
UAS-CDS::GFP (BDSC: 64307); GMR36G09-Gal4 (BDSC: 49941); UAS-CDS::GFP
(BDSC: 5137); cno::GFP; repo-Gal4 (BDSC: 7415); slit-Gal4 (BDSC: 9580); UAS-
robo 1™ (VDRC: 42241); UAS-slit®™4 (VDRC#20210); UAS-CD2 (BDSC: 1373);
FRTGI13 fra® (BDSC: 8813); FRTG13 ubi-GFP (BDSC: 5826); FRT G13 (BDSC: 1956);
FRTG13 robol (realizadas en este trabajo); FRTG13 fia® robol (realizadas en este
trabajo); UAS-NetA®Mi (VDRC: 330207); UAS-NetB®4 (BDSC: 34698); UAS-fra®Mi
(VDRC: 6557 y 29910); wor-Gal4 ase-Gal80; wor-Gal4 (BDSC: 56553); Abl::GFP
(BDSC: 59761); UAS-AbI®Ni (VDRC: 110186); UAS-AbIK*7N D) (BDSC: 8566); UAS-
robol::Myc ( prodecente de G. Bashaw); UAS-4bl::Myc (BDSC: 65264); UAS-RacI™"”
(BDSC: 6292); UAS-RacI*® (BDSC: 6290); UAS-RhoGAP93B (BDSC: 19720); UAS-
Dock®¥4i (BDSC: 27728); UAS-Pak™4 (BDSC: 41714); UAS-Sos®™4 (VDRC: 106925);
UAS-Cdc42N'7 (BDSC: 6288); UAS-robo2®™4 (BDSC: 27317 y 9286); UAS-Racl’”’

(BDSC: 6291); UAS-Cdc42"? (BDSC: 4854).



4. Histologia, inmunofluorescencia y microscopia

Los cerebros de las larvas se diseccionaron en PBS y se fijaron con PFA al 4% en PBT
(PBS y Triton X-100 al 0,1%) durante 20 minutos a temperatura ambiente con una suave
agitacion. Los cerebros fijados se lavaron 3 veces durante 15 minutos con PBT (PBS y
Triton X-100 0,3%) y luego se incubaron en PBT-BSA durante al menos 1h antes de la
incubacion con el/los anticuerpos primarios correspondientes. En este estudio se han
utulizado los siguientes anticuerpos primarios: cobaya anti-Dpn (1:2.000; 97), raton anti-
Robol (1:500; Developmental Studies Hybridoma Bank [DSHB]), pollo anti GFP
(1:3.000; Aves Labs), raton anti-Slit (1:10; DSHB), ratén anti-CD2 (1:50; Bio-Rad),
conejo anti-Fra (1:200; de M. J. Murray), conejo anti-Ase (1:100), conejo anti-Abl
(1:1.000; de E. Giniger), conejo anti PKC (1:100; Santa Cruz Biotechnology, sc-216),
conejo anti-Insc (1:1.000; de J. Knoblich), cabra anti-Numb (1:200; Santa Cruz
Biotechnology, sc-23579), conejo anti-Brat (1:200; de J. Knoblich), conejo anti-Mira
(1:1.000; de F. Matsuzaki), conejo/ratén anti-PH3 (Rb1:1.000-1:2.000; Millipore, 06-
570/05-806), raton anti-Tub (1:200; Sigma-Aldrich, T5326), conejo anti Par-6 (1:1.000,
de A. Wodarz). Los anticuerpos secundarios conjugados con colorantes fluorescentes se
obtuvieron de Molecular Probes y se utilizaron a una dilucion de 1:200-1:400. Las

muestras se montaron en medio de montaje VECTASHIELD para fluorescencia.

Las imagenes de fluorescencia para la Figura 1, con la excepcion de la Figura 1D, se
registraron utilizando un microscopio confocal de barrido laser invertido Leica TCS SP2
(Leica). Las imagenes de fluorescencia para el resto de las figuras (incluyendo la Figura
1D) se registraron utilizando un microscopio confocal invertido de superresolucion Zeiss

LSM 880-Airyscan Elyra PS.1



5. Cuantificacion y analisis estadistico

Para el analisis estadistico, los datos se analizaron primero mediante la prueba de Shapiro-
Wilk para determinar si la muestra seguia una distribuciéon normal. Los datos que no
seguian una distribucion normal se analizaron con una prueba U no paramétrica de Mann-
Whitney de dos colas. Se utiliz6 un programa informatico R para representar los
diagramas de dispersion, en el que las lineas centrales de las cajas muestran la mediana,
la "cruz" representa la media y los limites de las cajas indican los cuartiles inferior y
superior. Los datos relacionados con los fallos de localizacion del regulador ACD se
analizaron con una prueba de Chi-cuadrado. La prueba especifica utilizada, el tamafo de
la muestra (n), la DE de la poblacion y el valor P se indican en la leyenda de cada figura;

*P<0,05, ** P<0,01, *** P<0,001, **** P<(0,0001; ns, no significativo.
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RESULTADOS

1. Las sefiales de guia axonal Slit, NetA, Semala, Sema2a se expresan en la glia
cortical que rodea los linajes de NBs y los receptores Robol, Fra, PlexinA y PlexinB
dentro del linaje de NBs.

Como se describid anteriormente, los linajes de NBs estan rodeados por glia cortical que,
entre otras funciones, les dan soporte, proteccion y les aportan nutrientes y sefiales
troficas. Por lo tanto, hipotetizamos que dicha glia podria actuar como nicho de sefnales
que regularan la DCA de los NBs. Por ello, en primer lugar, analizamos en detalle el
patrén de expresion de las sefales y receptores de guia axonal Slit- Roundabout (Robol),
Netrinas (Net)-Frazzled (Fra), Semaforinas (Semas)-Plexinas (Plexin) y Efrinas (Efn)-
Eph en los linajes de NBs y en la glia cortical circundante. Nos centramos en los NBs de
tipo II para este andlisis, linajes que, como se ha mencionado previamente, son mas
susceptibles de formar tumores debido a que presentan un paso adicional de amplificacion
(neurogénesis indirecta). Para marcar los linajes de NBs de tipo II de forma especifica
usamos las lineas Distal-less (DIl)-Gal4 UAS-CDS::GFP y worniu (wor)-Gal4 asense
(ase)-Gal80; UAS-CDS::GFP que expresan GFP en la membrana de todas las células de
los linajes de NBs de tipo II. Para visualizar la glia se utilizaron las lineas Gal4 especificas
de glia UAS-DCS8::GFP;repo-Gal4 y cortex glia-Gal4;, UAS-CDS::GFP que inducen la
expresion de GFP en la membrana de todas las células de la glia (repo-Gal4) o en las de
la glia cortical exclusivamente (cortex glia-Gal4). Asimismo, para analizar el patron de
las moléculas de guia axonal y sus receptores, usamos anticuerpos (Acs) especificos en
todos los casos excepto para detectar las Netrinas, en cuyo caso usamos una linea de
moscas transgénicas en las que NetA estd endogenamente marcada con GFP
(NetA::GFP), dado que no habia Acs disponibles. Se observo que, en el caso de

Slit/Robo1, Slit se expresaba en la glia cortical que envuelve al clon y Robol en la
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Figura 28. Patron de expresion de las sefiales y de los receptores de la guia axonal Slit- Robo1, Net-Fra, Semas-Plexin y
Efn-Eph en los linajes de NBs de tipo I y en la glia cortical. A) Robol (rojo) se expresa en la membrana de los NBs de tipo
II marcada por el por el driver DII-Gal4. (B) Slit (rojo) se expresa en la glia cortical que envuelve al clon, etiquetada por el
controlador repo-Gal4. (C) Fra (rojo) esta presente dentro de los linajes NBII y no se detecta en la glia circundante, que esta
marcada por el controlador repo-Gal4. (D) NetA, marcado endégenamente con GFP (verde), se detecta en la glia cortical,
marcada por la linea Akap200NP2222-Gal4. (E) Se detecta una baja expresion de PlexinA (rojo) en la membrana de los linajes
de NBs de tipo Il marcado por el driver DII-Gal4. (F y G) Semalay PlexinA (rojo) presentan fuerte expresion en la glia cortical,
marcada por el driver repo-Gal4. (H) Eph (ro0jo) se detecta en la membrana de los NBs de tipo Il marcada por el por el driver
DII-Gal4. (I) La expresion de PlexinB (rojo) en la membrana de los NBs de tipo II marcada por el por el driver DIl-Gal4 es
muy baja. (J) Baja expresion de Sema2a (rojo) en la membrana de los NBs de tipo II marcada por el por el driver DIl-Gal4.

Todos los paneles muestran micrografias confocales; el factor de transcripcion Dpn (azul) marca las NB y las INP maduras.
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membrana de los linajes de NBs de tipo II (figura 28 A, B). Obtuvimos el mismo resultado
con NetA/Fra, habiendo una fuerte expresion de NetA::GFP en la glia cortical y de Fra
dentro de los linajes de NBs de tipo II (figura 28 C, D). El receptor Eph también se
expresaba en los linajes de NBs de tipo II (figura 28 H); sin embargo, no pudimos
determinar el patrén de expresion de las Efrinas, al no tener herramientas adecuadas para
ello. Respecto a la pareja Semala/PlexA, se observo una fuerte expresion en la glia
cortical en ambos casos y Sema2a/PlexB se detectaron a muy bajos niveles tanto dentro

de los linajes de NBs de tipo II (ambos) como en la glia cortical (s6lo PlexinB) (figura 28

E,F,G,LJ).
Senalizacion guia axonal Neuroblastos de tipo 11 Glia Cortical
Slit/Robol Robol 1 Slit 1
Net/Fra Fra NetA
Efn/Eph Eph 7
Semala /PlexA Semala, PlexA
Sema2a /PlexB Sema2a, PlexB PlexB

Tabla 1. Resumen patrén de expresion de seiiales/receptores de la guia axonal en NBII y glia cortical.

Dado que observamos una consistente expresion de los ligandos Slit y NetA en la glia
cortical y la de sus correspondientes receptores, Robol y Fra, dentro de los linajes de
NBs, decidimos centrarnos en el estudio de estas parejas de sefiales de guia axonal. Para
reforzar estos resultados de expresion, usamos las lineas robol-Gal4 y slit-Gal4 (la

expresion del factor Gal4 estd bajo el control de secuencias reguladoras de robol o slit,
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respectivamente) para conducir la expresion de CD8::GFP, detectandose GFP en la
membrana de los linajes de NBs de tipo I o en la glia que rodea los linajes de NBs,
respectivamente (figura 29). En el caso de Netrin/fra no pudimos realizar un experimento

similar debido a que no habia disponibles lineas Gal4 para estos genes.
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Figura 29. Robol se expresa dentro de los linajes de NB de tipo II y Slit en la glia cortical.
(A) Una linea robol-Gal4 provoca la expresion de CD8::GFP en los linajes NBII. Se muestran dos planos
confocales de una pila confocal z.

(B) Una linea slit-Gal4 conduce la expresion de CD8::GFP en la glia que rodea los linajes NBI y NBII.

2. Al afectar la sefializacion de Slit-Robo1 o Netrin-Fra se induce a la formacion de
NBs esctopicos en los linajes de NBs de tipo II del cerebro larvario

Dado que los ligandos Slit y Netrin se expresaban en la glia y sus receptores dentro de
los linajes de NBs, quisimos analizar los efectos de su pérdida de funcion en los linajes
de NBs. Para ello, comenzamos analizando la composicion celular de dichos linajes

utilizando marcadores de identidad celular especificos de los linajes de NBs de tipo II.



Resultados

Concretamente, se emplearon los factores de transcripcion Dpn y Ase para marcar los
NBs (Dpn+Ase-) y los INPs maduros (mINPs; Dpn+ Ase+). En un linaje de NB de tipo
IT silvestre, hay solo una célula marcada con Dpn (el NB) y varias marcadas con Dpn y
Ase (mINPs). La disminucion de expresion, mediante ARN interferente, de s/if en la glia
cortical y la de robol en los linajes de NBs de tipo II conllevé la formaciéon de NBs
ectopicos y un aumento significativo del nimero de mINPs (figura 30). La disminucion
de expresion de NetA y NetB o la falta total de funcion (mutante nulo) de fra (fia’®) tuvo
el mismo efecto, un incremento significativo en el nimero de NBs y de mINPs comparado
con el control (figura 31). Por tanto, la falta o disminucion de estas moléculas en el

desarrollo de los clones de NBs de tipo II afecta directamente a su composicion celular.

Para confirmar que las sefiales Slit y Netrinas se expresan especificamente en la glia,
desde donde afectan a los NBs de tipo II, y que los receptores estan expresandose y
sefalizando de forma especifica en dichos NBs, realizamos el analisis a la inversa, es
decir, disminuyendo la expresion de robol o fra en la glia cortical y la de slit o NetA y
NetB en los linajes de NBs (figura 32 y 33). Los clones de NBs no presentaron diferencias
significativas frente al control. Por tanto, Slit y las Netrinas (NetA y NetB) se expresan
de forma especifica en la glia cortical, desde donde afectan el desarrollo de los linajes de
NBs de tipo 11, y Fray Robol se expresan y son funcionalmente necesarios en los linajes

de NBs de tipo II.
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Figura 30. Al afectar la seiializacion de Slit-Robol se produce la formacion de NBs ectopicos y un
aumento en el nimero de mINPs, en los linajes de NBs de tipo II del cerebro larvario.

(A) Al disminuir la expresion de robol en los linajes de NB de tipo II, mediante wor-Gal4 ase-Gal80, se
produce la formacion de NBs ectdpicos (eNBs) y mas mINPs.

(B) La disminucion de la expresion de slit en la glia, mediante repo-Gal4, muestra eNBs y mas mINPs.
Todos los paneles muestran micrografias confocales de linajes de NB de tipo II; los NB/eNB son Dpn+ Ase-
(azul), y los INP maduros (mINP) son Dpn+ Ase+ (ptrpura).

Analisis de datos mostrados en los graficos de dispersion: prueba U no paramétrica de Mann-Whitney de dos
colas, *p < 0,05, **p < 0,01, #*p < 0,001, ***xp < 0,0001; ns, no significativo; n = nimero de linajes NB
analizados.
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Figura 31. La disminucién de expresion de Net4 y NetB o la falta total de funcion de fira (fra’) muestra
un incremento significativo en el nimero de NBs y de mINPs.

(A) Los clones de NB de tipo II mutantes fiw® muestran eNBs y mas mINPs.

(B) La disminucion de la expresion de Netd y NetB en la glia, mediante repo-Gal4 produce eNBs y mas
mINPs.

Todos los paneles muestran micrografias confocales de linajes de NB de tipo II; los NB/eNB son Dpn+ Ase-
(azul), y los INP maduros (mINP) son Dpn+ Ase+ (ptrpura).

Analisis de datos mostrados en los graficos de dispersion: prueba U no paramétrica de Mann-Whitney de dos
colas, *p < 0,05, **p < 0,01, **p < 0,001, ****p < 0,0001; ns, no significativo; n = niimero de linajes NB
analizados.
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Figura 32. Los receptores Robol y Fra se expresan y seiializan de forma especifica en los NBs de tipo
1I.

Al disminuir la expresion de robol, fra y Abl en la glia, mediante Akap200NP2222-Gal4, no hay cambios en
la composicion celular del linaje de NB de tipo II.

Todos los paneles muestran micrografias confocales de linajes de NB de tipo II; los NB/eNB son Dpn+ Ase-
(azul), y los INP maduros (mINP) son Dpn+ Ase+ (ptrpura).

Analisis de datos mostrados en los graficos de dispersion: prueba U no paramétrica de Mann-Whitney de dos
colas, *p < 0,05, **p < 0,01, #*p < 0,001, ***xp < 0,0001; ns, no significativo; n = nimero de linajes NB

analizados.
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Figura 33. Las seiiales Slit y Netrinas se expresan especificamente en la glia, desde donde afectan a los
NBs de tipo I1.

La disminucion de la expresion de las sefales slit y NetA+B en los linajes de los NBs de tipo 11, mediante
wor-Gal4 ase-Gal80, no altera la composicion celular de dichos linajes.

Todos los paneles muestran micrografias confocales de linajes de NB de tipo II; los NB/eNB son Dpn+ Ase-
(azul), y los INP maduros (mINP) son Dpn+ Ase+ (ptrpura).

Analisis de datos mostrados en los graficos de dispersion: prueba U no paramétrica de Mann-Whitney de dos
colas, *p < 0,05, **p < 0,01, #*p < 0,001, ***xp < 0,0001; ns, no significativo; n = nimero de linajes NB
analizados.

Finalmente, nos preguntamos si la sefalizacion de Robol y Fra era necesaria
exclusivamente en los linajes de NBs de tipo II, o si era también necesaria para la correcta
formaciéon de los linajes de NBs de tipo I (figura 34). Curiosamente, al disminuir la
expresion de ambos receptores, Robol o Fra, en los linajes de NBs de tipo I no detectamos
NBs ectopicos como en el caso de los linajes de NBs de tipo II. En conclusion, los
ligandos NetA, NetB y Slit y los receptores Fra y Robol son necesarios de forma
especifica en la glia cortical y en los NBs de tipo II, respectivamente, y su sefializacion

es requerida exclusivamente para el correcto desarrollo de los linajes de NBs de tipo I1.
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Figura 34. Los linajes NBI no requieren la sefializacion de Fra y Robo1l para su correcto desarrollo.
La disminucion de la expresion de robol o fra en los linajes de NB de tipo I, mediante wor-Gal4, no provoca
la formacion de eNBs.

Las micrografias confocales muestran linajes NBI de cerebro larvario marcados con Dpn (azul) y Ase (rojo).
El controlador wor-Gal4, que etiqueta todos los linajes NB (NB de tipo I y NB de tipo II) se utilizé para
etiquetar los clones NBI y para regular a la baja robol o fra en ellos. Los linajes de NB de tipo I control
muestran un NB Dpn+ Ase+ (en purpura), que expresa tanto Dpn (azul) como Ase (rojo), y varios GMC (en
rojo), que sélo expresan Ase.

Analisis de datos mostrados en los graficos de dispersion: prueba U no paramétrica de Mann-Whitney de
dos colas, *p < 0,05, **p < 0,01, **p <0,001, ***xp <0,0001; ns, no significativo; n = numero de linajes
NB analizados
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3. Al disminuir simultineamente la expresion de robol y fra se suprime la formacion
de NBs ectopicos dentro de los linajes de NBs de tipo II.

Dado que al reducir la expresion de robol o fra observamos el mismo fenotipo, la
formacién de NBs ectopicos e incremento en el nimero de mINPs, nos preguntamos si
dichos receptores estarian cooperando funcionalmente de forma sinergistica, de tal
manera que, si disminuyéramos la expresion de ambos receptores simultaneamente,
podriamos observar un fenotipo incluso mayor al de la sumatoria de los fenotipos de los
mutantes simples. Para abordar esta cuestion, analizamos la composicion de los linajes
de NBs de tipo II al disminuir la expresion de robol y fra en los NBs de tipo II (figura
35). Curiosamente, el resultado obtenido fue el opuesto al hipotetizado: no se detectd un
fenotipo significativo de NBs ectopicos en el doble mutante comparado con el control,
mientras que los mutantes simples robol o fra si presentaron de nuevo tal fenotipo. Para
confirmar el resultado y que el experimento estaba funcionando correctamente, llevamos
a cabo varios controles. En primer lugar, para comprobar que la linea de moscas usadas
llevaba los dos transgenes (UAS-robo™4i: UAS-fra®4"), tefiimos los clones con Acs
especificos para Robol y Fra certificando que la expresién de ambos receptores en los
linajes de NBs de tipo II en la linea UAS-robo®™i: UAS-fra®™4 estaba fuertemente
reducida en comparacion al control (figura 36). En segundo lugar, repetimos el
experimento, esta vez analizando tanto el doble UA-robo ™4 UAS-fra®™i como cada
uno de los simples UAS-robol®™4 y UAS-fra®™ 4 procedentes del mismo stock doble
UAS-roboI®™4i:  UAS-fra®™4i obteniéndose el mismo resultado (figura 37). Para
corroborar este resultado, llevamos a cabo un control adicional en el que cada uno de los
UAS-robo 1™ o UAS-fra® 4 individuales se analizaron en presencia de otra construccion
UAS (UAS-CD8::GFP) para descartar que el fenotipo del doble UAS-robo®i: UAS-

fra®™™ 4 hubiera sido causado por una titulacion de dosis del Gal-4 (figura 38).
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Figura 35. La disminucion de expresion simultinea de robol y fira en los linajes de NB de tipo I suprime
la formacion de eNBs, presentes en cada una de las condiciones de los mutantes simples.La disminucion
de la expresion de robo! o fra en los linajes de los NBs de tipo I, mediante wor-Gal4 ase-Gal80, suprime la
formacion de eNBs producida en los mutantes simples.Todos los paneles muestran micrografias confocales
de linajes de NB de tipo II; los NB/eNB son Dpn+ Ase- (azul), y los INP maduros (mINP) son Dpn+ Ase+
(purpura). Analisis de datos mostrados en los graficos de dispersion: prueba U no paramétrica de Mann-
Whitney de dos colas, *p < 0,05, #+p < 0,01, **p < 0,001, ****p < 0,0001; ns, no significativo; n = nimero
de linajes NB analizados.
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Ambos genotipos, UAS-robol®Ni: UAS-CDS8::GFP asi como UAS-CDS8::GFP; UAS-
fra®™4i mostraron NBs ectopicos dentro de los linajes de NBs de tipo II mientras que el

doble UAS-robo®™i: UAS-fra®™™ 4 dio nuevamente lugar a una supresion del fenotipo.

Curiosamente, el doble mutante de alelos nulos robol y fira® mostrd el mismo resultado,
la supresion del fenotipo de NBs ectopicos presente en los mutantes simples, siendo el
doble mutante similar al silvestre (figura 39). Por consiguiente, los siguientes
experimentos se disefiaron para comprender esta supresion del fenotipo de NB ectopicos,

al disminuir o al eliminar totalmente y de forma simultanea la funcion de robol y fra.

/ Fra/ Robo1

Control

Figura 36. La expresion de ambos receptores Robol y Fra esta fuertemente reducida en comparacion
al control en la linea UAS-robo1®V4; UAS-fra®M4,

Micrografias confocales de linajes de NB de tipo II que muestran una fuerte reduccion de la expresion de
Robol (rojo) y Fra (azul) tras la disminucion de la expresion de robo! y fra en los linajes de NB de tipo 11
con el driver wor-Gal4 aseGal80 Gal-4.
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Figura 37. Comprobacion de la supresion del fenotipo de NBs ectépicos al disminuir simultaneamente la
expresién de Robol y Fra con la linea UAS-robol®™¥4; UAS-fra®™ . Micrografias confocales de los linajes de
NB de tipo II de los genotipos indicados. Las virgenes de wor-Gal4 aseGal80; UAS-CDS::GFP se cruzaron con
machos UAS-robo I®Vi: UAS-fra®™4/TM6B, o con machos UAS-robo I®¥/CyOTbh; UAS-fra®™ 4, de la estirpe de
doble RNAI; las larvas Tb (es decir wor-Gald aseGal80/ UAS-robol™4i; UAS-CDS::GFP/TM6B o wor-Gal4
aseGal80/CyOTbh; UAS-fra®™i / UAS-CDS:: GFP) fueron seleccionadas para su diseccion y tincion. Los virgenes
wor-Gal4 aseGal80; UAS-CD8::GFP se cruzaron con UAS-roboI®Vi: UAS-fra®4 (homocigotos dobles) y las
larvas wor-Gal4 aseGal80/ UAS-robo 1®V4i: UAS-fra®™4 / UAS-CD8: : GFP se seleccionaron para su diseccion y
tincion. Los linajes de NB robo ™4 y fraR®Vi simples muestran eNBs, mientras que en el doble robo®™4; fra®N4i
este fenotino se sunrime.
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Figura 38. Comprobacion de la supresion del fenotipo de NBs ectépicos al disminuir simultaneamente la
expresién de Robol y Fra con la linea UAS-robo I*"; UAS-fra®™ 4! . Micrografias confocales de linajes de NB
de tipo II de los genotipos indicados que muestran la disminucion de expresion simultanea de robol y fra en los
linajes, donde se suprime la formacion de eNB, en azul, presentes en cada una de las condiciones de RNAi simple.
Las condiciones de RNAi simple (robo®i o fra®N4?) se analizaron en presencia de una construccion UAS adicional
(UAS-CD8::GFP) para descartar que la pérdida de fenotipo en el doble RNAI se debiera a la titulaciéon o
eliminacion del controlador Gal-4.
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Figura 39. El doble mutante de alelos nulos robol y fra’ muestra la supresién del fenotipo de NBs ectopicos
presentes en los mutantes simples. Los clones de NB de tipo II nulos de fira3 robol no muestran NBs ectopicos
frente a los que se observan en los clones mutantes nulos simples de robol y fra3. Todos los paneles muestran
micrografias confocales de linajes de NB de tipo II; los NB/eNB son Dpn+ Ase- (azul), y los INP maduros (mINP)
son Dpn+ Ase+ (purpura).Analisis de datos mostrados en los graficos de dispersion: prueba U no paramétrica de
Mann-Whitney de dos colas, *p < 0,05, **p < 0,01, *xp < 0,001, ***+p <0,0001; ns, no significativo; n = nimero
de linajes NB analizados.
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4. Al comprometer el inhibidor de Robol la tirosina quinasa Abl se induce la
formacion de NBs ectopicos dentro de los linajes de NBs de tipo II.

Robol y Fra fueron descritos por primera vez en el contexto de la sehalizacion de la guia
axonal durante el crecimiento de los conos neurales. Las funciones de Robol y Fra son
independientes, pero también interdependientes, pudiendo desempefiar funciones
opuestas entre si en determinados ambientes (Bhat, 2005; Hiramoto & Hiromi, 2006).
Robol media la repulsion de los axones para evitar el cruce (y la reversion de los axones
una vez que cruzan) en la linea media mientras que Fra actia como atrayente de éstos. La
tirosina quinasa citoplasmatica Abelson (Abl) estd relacionada con Fra y Robol e
interacciona fisicamente con ambos. Abl fosforila directamente el dominio
citoplasmatico de Robol inhibiéndolo y por lo tanto antagonizando su sefializacion
repulsiva, mientras que la unién de Abl al dominio citoplasmatico de Fra promueve el
cruce de la linea media de los axones y es independiente de la actividad quinasa de Abl
(Forsthoefel et al., 2005; O’Donnell & Bashaw, 2013). Dada esta interaccidon y conexion
opuesta de Abl-Fra y Abl-Robol, pensamos que Abl podria estar desempefnando una
funcién clave en nuestro sistema que nos ayudara a esclarecer el mecanismo por el cual
se estaria produciendo la supresion de fenotipo al disminuir o eliminar completamente
Fra y Robol simultdneamente en los linajes de NBs de tipo II.

El primer paso fue analizar si Abl estaba presente en los linajes de los NBs de tipo II,
tanto mediante un anticuerpo que reconoce especificamente a la proteina Abl, como con
una linea de Abl marcada endogenamente con GFP (figura 40). En ambos casos vimos

que Abl esta presente en los clones de NBs de tipo II.
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Figura 40. La tirosina quinasa Abl , inhibidora de Robol se expresa en los linajes de NBs de tipo II.
La expresion de Abl se detecta dentro de los linajes de NB de tipo II mediante un anticuerpo (rojo en los
paneles superiores) o mediante una linea de Abl marcada enddégenamente con GFP (verde en los paneles
inferiores).

A continuacion, analizamos la falta de funcion de Abl en los clones de NBs de tipo I,
dando como resultado presencia de NB ectopicos dentro de los clones (figura 41). La
expresion de una forma de Abl con su motivo quinasa truncado o inactivo (4b/XP) dio
como resultado un fenotipo similar al anterior, presencia de NBs ectopicos dentro del clon
(figura 42). Dado que Robol es fosforilado e inhibido por Abl, pensamos que el fenotipo
hallado en el analisis de AbI®P podria ser debido a un aumento de los niveles de
sefalizacion de Robol. Para determinar si esta era una posibilidad real, analizamos el
efecto de la sobrexpresion de Robol en los linajes de NBs de tipo II, observando que un
nimero de NBs significativamente mayor respecto al control, resultado similar al

obtenido en el andlisis de AbI¥P (figura 43).



Resultados

Por lo tanto, tanto la pérdida como la sobreexpresion de robo! alteran la identidad celular
dentro de los linajes de NBs. Con todo, un potencial escenario para la explicacion de la
relacion entre Robol y Fra en los linajes de los NBs de tipo II podia ser que Fra estuviera
regulando los niveles adecuados de sefializacion de Robol a través de Abl quinasa,

niveles apropiados que serian necesarios para determinar la identidad celular de las

células del linaje de NBs.

/Dpn/Ase

nGemero de NBs

Control UAS-Ahl P

Figura 41. La disminucion de la expresion de la tirosina quinasa Abl produce NBs ectopicos en los
linajes de NB de tipo II. La disminucion de la expresion de Abl (AbI*¥4 Yen los linajes de NB de tipo II,
mediante wor-Gal4 ase-Gal80, produce la formacion de eNBs. Los paneles muestran micrografias confocales
de linajes de NBs de tipo II; los NB/eNB son Dpn+ Ase- (azul), y los INP maduros (mINP) son Dpn+ Ase+
(purpura). Analisis de datos mostrados en los graficos de dispersion: prueba U no paramétrica de Mann-
Whitney de dos colas, *p < 0,05, #+p < 0,01, **p < 0,001, ****p < 0,0001; ns, no significativo; n = nimero
de linajes NB analizados.
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De esa manera, al reducir los niveles de expresion simultaneamente de robol y fra, se
estaria produciendo un proceso de compensacion donde los bajos niveles de Fra
implicarian una bajada de la actividad de la Abl quinasa y consecuente disminucion de la
inhibicion a Robol y aumento de su sefalizacion; este aumento contrarrestaria la

reduccion de los niveles de robol en el doble UAS-robo 1%V4i: UAS-fra® 4. No obstante,
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Figura 42. La expresion de una forma de Abl con el motivo quinasa inactivo produce NBs ectopicos en
los linajes de NB de tipo II. La expresion de la forma de 4b/ con el motivo quinasa inactivo (46/%P) en los
linajes de NB de tipo II, mediante wor-Gal4 ase-Gal80, produce la formacion de eNBs. Los paneles muestran
micrografias confocales de linajes de NBs de tipo II; los NB/eNB son Dpn+ Ase- (azul), y los INP maduros
(mINP) son Dpn+ Ase+ (purpura). Analisis de datos mostrados en los graficos de dispersion: prueba U no
paramétrica de Mann-Whitney de dos colas, *p < 0,05, **p < 0,01, **p < 0,001, ****p < 0,0001; ns, no
significativo; n = nimero de linajes NB analizados.
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Figura 43. La sobreexpresion de robol produce la formacion de NBs ectépicos en los linajes de NB de
tipo I1. La sobreexpresion de la robol enlos linajes de NB de tipo II, mediante wor-Gal4 ase-Gal80, produce
la formacion de eNBs. Los paneles muestran micrografias confocales de linajes de NBs de tipo II; los
NB/eNB son Dpn+ Ase- (azul), y los INP maduros (mINP) son Dpn+ Ase+ (ptrpura).

Analisis de datos mostrados en los graficos de dispersion: prueba U no paramétrica de Mann-Whitney de dos
colas, *p < 0,05, **p < 0,01, #*p < 0,001, ***xp < 0,0001; ns, no significativo; n = nimero de linajes NB
analizados.

aunque de esta forma se podria explicar el resultado del doble RNA1 robol fra, en el caso
del doble mutante nulo fra’® robol esta explicacion no seria satisfactoria. En el doble nulo
fra® robol, aunque Fra, debido a su ausencia total, no pudiera atraer a Abl quinasa para
inhibir a Robol con el consecuente incremento en la sefalizacion de Robol , la pérdida
total de robol en el doble hace que no pudiera darse ese efecto de un aumento en la

sefializacion de Robol; y, por otra parte y como habiamos determinado, tanto al reducir
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como al eliminar totalmente la expresion de robol, se producian NBs ectdpicos en el
clon, es decir, la sefializacion de Robo1 seria necesaria en su justa medida para el correcto
desarrollo de los linajes de NB de tipo II. Consecuentemente, cabria esperar un fenotipo
de NBs ectopicos en el doble nulo fra® robol. Para intentar entender este fenotipo,
hipotetizamos que otros receptores Robo podrian estar actuando en ausencia de robol.
En Drosophila hay tres genes que codifican tres proteinas receptoras (Robol, Robo2 y
Robo3). Todas ellas presentan una estructura similar y participan en procesos similares o
complementarios, por lo que nos planteamos si en ausencia de Robol podrian estar
participando otros receptores de Robo para subsanar la falta de sefializacion de este en el
mutante nulo de fia® robol, donde Abl esta ausente para inhibir la sefializacién Robo2 o
Robo3. Sin embargo, en el mutante simple de robol si se observaria fenotipo porque Abl
estaria activado por Fra e inhibiria a Robo2 o/y Robo3. Curiosamente, Robo2 presenta
los mismos sitios que Robol fosforilables por Abl.

Por tanto, decidimos analizar el efecto de la disminucion de la expresion de robo?2 en los
linajes de NBs de tipo I y, aunque el fenotipo no fue significativo, si encontramos casos
especificos de NBs ectopicos (figura 44 y 45). Concluimos que Robo2 podria estar
actuando cuando las vias de sefalizaciéon de Robol y Fra-Abl estdn simultaneamente
alteradas, pero no es esencial para el correcto desarrollo de los linajes de NBs de tipo 11

en condiciones normales, proceso en el que Robol seria el regulador principal.
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Figura 44. La disminucion de la expresion de robo2 en los linajes de NB de tipo II provoca la formacion
de NB ectopicos, pero el fenotipo no es significativo en comparacion con los linajes de control.

Al disminuir la expresion de robo2 (UAS-robo2RV4286 ) en los linajes de NB de tipo II, mediante wor-Gal4
ase-Gal80 , provoca la formacion de eNBs pero el resultado no es significativo comparado con el control.
Los paneles muestran micrografias confocales de linajes de NBs de tipo II; los NB/eNB son Dpn+ Ase- (azul),
y los INP maduros (mINP) son Dpn+ Aset (purpura).Analisis de datos mostrados en los graficos de
dispersion: prueba U no paramétrica de Mann-Whitney de dos colas, *p < 0,05, **p < 0,01, **p < 0,001,
*x+xp < 0,0001; ns, no significativo; n = nimero de linajes NB analizados.
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Figura 45. La disminucion de la expresion de robo2 en los linajes de NB de tipo II provoca la formacion
de NB ectopicos, pero el fenotipo no es significativo en comparacion con los linajes de control. Al
disminuir la expresion de robo2 (UAS-robo2fN427317 ) en los linajes de NB de tipo II, mediante wor-Gal4
ase-Gal80 , provoca la formacion de eNBs pero el resultado no es significativo comparado con el control.
Los paneles muestran micrografias confocales de linajes de NBs de tipo II; los NB/eNB son Dpn+ Ase- (azul),
y los INP maduros (mINP) son Dpn+ Ase+ (purpura). Analisis de datos mostrados en los graficos de
dispersion: prueba U no paramétrica de Mann-Whitney de dos colas, *p < 0,05, **p < 0,01, **p < 0,001,
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5. La seializacion Slit-Robol es necesaria durante la DCA de NBs y mINPs en los
linajes de NBs de tipo 11

Para comprender la existencia de NBs ectopicos al comprometer la sefalizacion
Slit/Robo1 o Net/Fra decidimos analizar si el proceso de DCA de las células progenitoras
(NB e mINPs) en los linajes de NBs de tipo II estaba alterado en esa situacion. Uno de
los eventos clave para que la DCA del NB/INP sea exitosa es el establecimiento de la
polaridad del progenitor, y estd regulada por los complejos de proteinas apicales que
controlan la correcta localizacion y segregacion de los determinantes del destino celular
en el polo opuesto. Por lo tanto, decidimos analizar la localizacion de un conjunto de
dichos reguladores apicales, asi como de determinantes de identidad, durante el proceso
de division, concretamente en metafase, en las células progenitoras de linajes de NBs de
tipo II al disminuir especificamente los niveles de los receptores Robol o Fra en los

linajes de NBs de tipo II o de las sefales Slit o Netrinas en la glia cortical.

La disminucién especifica de los niveles de expresion de robol en los linajes de NBs de
tipo II condujo a fallos significativos en la localizacion de los reguladores del complejo
apical aPKC y Cno (figura 46 A y C). Mientras que en los progenitores de los linajes de
NBII control estas proteinas se acumulan apicalmente de forma asimétrica formando
"medias lunas" en metafase, la disminucion de los niveles de robol provocd su ausencia
o localizacion alterada. Otros reguladores apicales, como Insc, no presentaron fallos
significativos (figura 46 B). Al analizar la localizacion de los determinantes del destino
celular observamos fallos en Numb (figura 46 D). Sin embargo, ni la localizacién de Brat
ni la de su proteina adaptadora Mira mostraron fallos significativos (figura 47). Este
resultado es consistente con los fallos observados en aPKC ya que la localizacion de

Numb esté regulada por aPKC. Ademas, los fallos de localizacion de Numb podrian
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Figura 46. La sefializacion Slit-Robo1 regula la DCA en las células en division de los linajes de NB de
tipo II del cerebro larvario.

La disminucion de la expresion de robol en los linajes de NB de tipo II, mediante wor-Gal4 ase-Gal80,
provoca fallos en la localizacion de aPKC, Cno y Numb (flechas blancas); la localizacion de Insc no se ve
afectada (flechas blancas).

Todos los paneles muestran micrografias confocales de linajes de NB de tipo II; PH3 marca las células
mitéticas; y-Tub marca los centrosomas. Analisis de datos: prueba de chi-cuadrado, *p < 0,05, ** p < 0,01,
*xxx p <0,001, #x+x p < 0,0001; ns, no significativo; n = numero de células en division analizadas.
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explicar la presencia de NBs ectopicos después de disminuir la sefializacién de Robol en
los linajes de NBII, ya que Numb es clave en el proceso de adquisicion de identidad
celular de la célula hija (INPs o GMCs) a la que se segrega.

Continuamos con el analisis de proteinas del complejo apical y de determinantes de
destino celular al disminuir de forma especifica el ligando de Robol, Slit, en la glia
cortical. Tanto la localizaciéon de las proteinas apicales aPKC y Cno, como la del
determinante de destino celular Numb mostraron fallos significativos en su localizacion
en progenitores metafasicos de los linajes de NBII (figura 48). En conclusion, el proceso
de DCA de células progenitoras en linajes de NBII se ve afectado al comprometer la via

de sefializacion de Slit-Robol.
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Figura 47. La sefializacion Slit-Robo1 regula la DCA en las células en division de los linajes de NB de
tipo II del cerebro larvario.

La disminucion de la expresion de robol en los linajes NBIIL, mediante wor-Gal4 ase-Gal80, no afecta a la
localizacion los determinantes de destino celular Brat y Mira (flechas blancas).

Todos los paneles muestran micrografias confocales de linajes de NB de tipo II; PH3 marca las células
mitdticas; y-Tub marca los centrosomas.
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Figura 48. La sefializacion Slit-Robo1 regula la DCA en las células en division de los linajes de NB de
tipo 11 del cerebro larvario.

La disminucion de la expresion de s/if en la glia cortical, mediante Akap200NP2222-Gal4, provoca fallos en
la localizacion de aPKC, Cno y Numb (flechas blancas).

Todos los paneles muestran micrografias confocales de linajes de NB de tipo II; PH3 marca las células
mitéticas; y-Tub marca los centrosomas. Analisis de datos: prueba de chi-cuadrado, *p < 0,05, ** p < 0,01,
*xxx p <0,001, #x+x p < 0,0001; ns, no significativo; n = numero de células en division analizadas.
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6. Al comprometer la sefializacion Netrin-Fra o la actividad kinasa de Abl se
produce un fenotipo similar durante la DCA a la del mutante de robol

Para apoyar la relacion funcional entre Robol y Fra, en la que la via de Fra podria regular
los niveles de sefializacion de Robol a través de Abl, decidimos comenzar por analizar la
DCA al comprometer los niveles de fra. Asi, la reduccion de la expresion de fra en los
linajes de NBs de tipo II, condujo a un fenotipo similar al presente al reducir los niveles
de robol, detectandose fallos significativos en la localizacion de las proteinas apicales
aPKC y Cno y del determinante de destino celular Numb durante el proceso de DCA de
células progenitoras (figura 49). Asimismo, la reduccion de los niveles de expresion de
los ligandos de Fra, NetA y NetB, en la glia cortical también condujo a fallos significativos
en la localizacion de aPKC y Numb (respecto a la proteina apical Cno, no pudimos
realizar el analisis por falta de herramientas) (figura 50). Por ultimo, quisimos consolidar
la posibilidad de que Abl quinasa estuviera implicada, previo reclutamiento por Fra,
fosforilando a Robol y controlando sus valores umbrales de sefializacion. Para ello,
analizamos la localizacion de aPKC y Numb tanto en los linajes de NBs de tipo II en los
que expresamos la forma de ADbIXP con el motivo quinasa inactivo, como tras
sobreexpresar robol en dichos linajes (figura 51). Los fenotipos observados fueron
similares en ambos genotipos y al que se habia detectado al disminuir la expresion de fra
en los linajes de NBII: fallos de localizacion de aPKC y Numb en metafase de células
progenitoras. En conclusion, la sefializacion de Netrin-Fra regula a través de Abl quinasa
los valores umbrales de sefalizacion de Robol necesarios para la correcta disposicion de

los reguladores de DCA en los NBs y en los INPs en los linajes de NBs de tipo II.
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Figura 49. La seiializacion Netrin-Fra regula la DCA en las células en divisién de los linajes de NB de
tipo II del cerebro larvario.

La disminucion de la expresion de fia en los linajes NBII, mediante wor-Gal4 ase-Gal80, provoca fallos en
la localizacion de aPKC y Numb (flechas blancas).
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Figura 50. La sefalizacion Netrin-Fra regula la DCA en las células en division de los linajes de NB de
tipo II del cerebro larvario.

La disminucion de la expresion de Net4 y NetB en la glia cortical, mediante Akap200NP2222-Gal4, provoca
fallos en la localizacion de aPKC, Cno y Numb (flechas blancas).

Todos los paneles muestran micrografias confocales de linajes de NB de tipo II; PH3 marca las células
mitoéticas; y-Tub marca los centrosomas. Analisis de datos: prueba de chi-cuadrado, *p < 0,05, ** p < 0,01,
*xxx p <0,001, #x+x p < 0,0001; ns, no significativo; n = numero de células en division analizadas

7. El efecto de Robol durante la DCA es a través de las pequeiias GTPasas Racl y
Cdc42.

Llegados a este punto y una vez que demostramos que la sefializacion de Robol esta
regulando la DCA de los NBs de tipo Il y de los INPs, siendo necesaria para el correcto
desarrollo de sus linajes, nos cuestionamos de qué forma esta sefalizacion estaba
afectando a la correcta localizacion de las proteinas apicales y la de los determinantes del
destino celular (reguladores intrinsecos de DCA). Como se menciond anteriormente, la
localizacion de Numb esta directamente regulada por aPKC por lo que lo que los fallos
encontrados de Numb en los progenitores en division podrian ser debidos a los defectos

de localizacion hallados en aPKC después de afectar la sefializacion de Robol.
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Figura 51. La quinasa Abl regula DCA en las células en division en los linajes de NB de tipo
II del cerebro larvario.

(A, B) La expresion de Ab/ con el motivo quinasa inactivo (46/XP) en los linajes NBII, mediante
wor-Gal4 ase-Gal80, provoca fallos en la localizacion de aPKC, y Numb (flechas blancas).

(C, D) La sobreexpresion de robo! en los linajes de NBIIL, mediante wor-Gal4 ase-Gal80, provoca
fallos en la localizacion de aPKC y Numb. Todos los paneles muestran micrografias confocales de
linajes de NB de tipo II; PH3 marca las células mitdticas; y-Tub marca los centrosomas. Analisis
de datos: prueba de chi-cuadrado, *p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001, **x* p < 0,0001; ns, no
significativo; n = niimero de células en division analizadas.
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Los receptores de Robo son proteinas transmembrana sin actividad catalitica ni
enzimatica que dependen de moléculas de senalizacion aguas abajo para mediar su
funcién. Los principales efectores que intervienen en la propagacion de las distintas vias
de senalizacion de Robol son pequefias proteinas de union a GTP (GTPasas) que
reorganizan el citoesqueleto modulando la polaridad y el movimiento celular, asi como
sus proteinas activadoras (activadoras de GTPasas o GAPs), y sus proteinas inhibidoras
(los factores de intercambio de los nucleotidos de guanina o GEFs). Asi, por ejemplo, la
proteina GAP RhoGAP93B y la proteina GEF Son of Sevenless (Sos) interaccionan
fisicamente con Robol; asimismo, el complejo de serina treonina quinasa p21 (Pak) y su
proteina adaptadora Dreadlocks (Dock) se unen directamente al dominio citoplasmatico
de Robol (via Pak) al unirse el ligando Slit a Robol, formando todos un complejo
multiproteico tanto en Drosophila como en mamiferos. Todos estos efectores regulan
directamente la actividad de una pequeiia GTPasa denominada Racl. Racl participa en
distintas funciones a través de la regulacion de la dindmica de los diferentes componentes
del citoesqueleto, principalmente el de actina y controla la orientacion de el huso mitético
y el proceso de DCA en algunas células madre (Lu et al). Por tanto, decidimos analizar si
la funcién reguladora de Robolen DCA estaba mediada por Racl. Para ello comenzamos
analizando el efecto de disminuir los niveles de Racl en los linajes de NBs de tipo II
empleando dos formas dominantes negativas de Racl (RacI™’y Racl*®’). En ambos

IN7 vy Racl*®), se detectaron NBs ectopicos (figura 52). A continuacion,

casos (en Rac
se analizaron los mismos reguladores de DCA y de los determinantes del destino celular
que habiamos observado afectados en Robol, aPKC, Cno y Numb, y encontramos

defectos significativos en la localizaciéon de todos ellos (figura 53 A, B y C). Estos

resultados sugerian fuertemente que Racl podia estar mediando los efectos de Robol.
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Figura 52. Robol regula la DCA de NBs a través de la pequefia GTPasa Racl.

La expresion de RacI™'7 o Rac1™® (formas dominantes negativas) en los linajes NB de tipo II, mediante

wor-Gal4 ase-Gal80, producen eNBs. Los paneles muestran micrografias confocales de linajes de NBs de
tipo II; los NB/eNB son Dpn+ Ase- (azul), y los INP maduros (mINP) son Dpn+ Ase+ (purpura). Analisis
de datos mostrados en los graficos de dispersion: prueba U no paramétrica de Mann-Whitney de dos colas,

*p < 0,05, ##p < 0,01, #*+p < 0,001, ****p < 0,0001; ns, no significativo; n = nimero de linajes NB
analizados
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Figura 53. La expresién de formas dominantes negativas de Racl (RacI™’ o Rac1"*’) produce defectos
en el proceso de DCA en los linajes de NB de tipo II.

(A, By C) La expresion de las formas dominantes negativas de Rac/V'’y Raci"®’ en los linajes de NB de
tipo II, mediante wor-Gal4 ase-Gal80, muestra fallos de localizacion de aPKC, Cno y Numb (flechas
blancas). (D) La expresion de la forma dominante negativa de RacI™'” en los linajes de NB de tipo II mediante
wor-Gal4 ase-Gal80, muestra fallos de localizacion de Par-6 (flechas blancas). Todos los paneles muestran
micrografias confocales de linajes de NB de tipo II; PH3 marca las células mitdticas; y-Tub marca los
centrosomas. Analisis de datos: prueba de chi-cuadrado, *p < 0,05, ** p < 0,01, #** p < 0,001, #*** p <
0,0001; ns, no significativo; n = nimero de células en division analizadas
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Figura 54. Robol regula la DCA a través de RhoGAP93B y Dock, reguladores de Racl.

La sobreexpresion del inhibidor de Racl RhoGAP93B o la disminucion de la expresion de Dock (Dock®N4i)
en los linajes de NB de tipo II mediante wor-Gal4 ase-Gal80, produce eNBs.
Los paneles muestran micrografias confocales de linajes de NBs de tipo II; los NB/eNB son Dpn+ Ase- (azul),
y los INP maduros (mINP) son Dpn+ Ase+ (purpura). Analisis de datos mostrados en los graficos de
dispersion: prueba U no paramétrica de Mann-Whitney de dos colas, *p < 0,05, **p < 0,01, **p < 0,001,
*xxxp < 0,0001; ns, no significativo; n = nimero de linajes NB analizados.
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Para reforzar estos resultados, analizamos si los efectores de Robol y reguladores de
Racl, previamente mencionados, estaban participando en la regulacion de la DCA. La
reduccion de la expresion de Dock o Pak, con efecto positivo en Racl, y la sobreexpresion
RhoGAP9I3B, inhibidor de Racl, condujo en los linajes de NBs de tipo II al mismo
fenotipo, presencia de NBs ectopicos en dichos linajes de NBs (figura 54 y 55). Sin
embargo, no se observaron defectos significativos (NBs ectdpicos) al reducir la expresion
de Sos en los linajes de NBII (figura 55). De esta forma, pudimos concluir que la
sefalizacion Slit-Robol estaba regulando la actividad de Racl a través de la reclusion e
inhibicion de RhoGAP93B (como ocurre en otros sistemas), que reprime a Racl, asi
como de la reclusion del complejo Dock-Pak, que en otros sistemas estd descrito que

actia aumentando la actividad de Racl.

Otro miembro de la familia Rho-GTPasa diana de los efectores de sefalizacion de Robol
RhoGAP93B y de Pak es Ccd42 que, entre otras funciones, regula la expresion génica y
la dinamica del citoesqueleto de actina. También, y mas relevante en nuestro contexto, es
un importante regulador de DCA, cuya actividad juega un papel esencial en el
establecimiento de la polaridad celular de los NBs . Cdc42 recluta a Par-6/aPKC en la
corteza apical, aguas abajo de la actividad de Baz, y forma el complejo apical a través de
su uniodn directa al dominio CRIB-PDZ de Par-6. De hecho, la expresion de un dominante
negativo de Cdc42 (Cdc42V"7) en los clones de NBII condujo a la presencia de NBs
ectopicos dentro del clon (figura 56), como también a fallos en la localizacién de los

reguladores de DCA aPKC, Cno y Numb (figura 57).
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Figura 55. Robol regula la DCA de NBs a través de Pak pero no de Sos, ambos reguladores de Racl.
La disminucion de la expresion de Pak (Pak®™ ) en los linajes de NB de tipo Il mediante wor-Gal4 ase-
Gal80, produce eNBs. Sin embargo, la disminucion de la expresion de Sos (Sos®™4) no muestra defectos
significativos. Los paneles muestran micrografias confocales de linajes de NBs de tipo II; los NB/eNB son
Dpn+ Ase- (azul), y los INP maduros (mINP) son Dpn+ Ase+ (ptrpura).

Analisis de datos mostrados en los graficos de dispersion: prueba U no paramétrica de Mann-Whitney de dos
colas, *p < 0,05, **p < 0,01, #*p < 0,001, ***xp < 0,0001; ns, no significativo; n = nimero de linajes NB
analizados.
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Figura 56. Robol regula la DCA de NBs a través de la pequeiia GTPasa Cdc42.

La expresion de Cdc42"'7 (forma dominante negativa) en los linajes NB de tipo II mediante wor-Gal4 ase-
Gal80, producen eNBs.

Los paneles muestran micrografias confocales de linajes de NBs de tipo II; los NB/eNB son Dpn+ Ase- (azul),
y los INP maduros (mINP) son Dpn+ Ase+ (ptrpura).

Analisis de datos mostrados en los graficos de dispersion: prueba U no paramétrica de Mann-Whitney de dos
colas, *p < 0,05, **p < 0,01, #*p < 0,001, ***xp < 0,0001; ns, no significativo; n = nimero de linajes NB
analizados.

Una vez que vimos y comprobamos que a través de los efectores de la sefializacion de
Robol (RhoGAP93B y Pak) existe un vinculo directo con Cdc42, regulador de DCA en
NBs, y que de esta forma podrian explicarse los fallos encontrados al modificar los
niveles de Robol en los linajes de NBs de tipo II, nos preguntamos de qué forma Racl
estaba actuando en el proceso de DCA de NBs de tipo II y de los INPs del clon, puesto

que tal funcién para esta GTPasa en dicho proceso no habia sido previamente descrita.
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Figura 57. La expresion de la forma dominante negativa de Cdc42 (Cdc42""’) produce defectos en el
proceso de la DCA. (A, By C) La expresion de la forma dominante negativa de Cdc42"'7 en los linajes de
NB de tipo Il mediante wor-Gal4 ase-Gal80, muestra fallos de localizacion de aPKC, Cno y Numb (flechas
blancas). (D) La expresion de la forma dominante negativa de RacV' en los linajes de NB de tipo II, mediante
wor-Gal4 ase-Gal80, muestra fallos de localizacion de Par-6 (flechas blancas).Los paneles muestran
micrografias confocales de linajes de NBs de tipo II; los NB/eNB son Dpn+ Ase- (azul), y los INP maduros
(mINP) son Dpn+ Ase+ (purpura).Analisis de datos mostrados en los graficos de dispersion: prueba U no
paramétrica de Mann-Whitney de dos colas, *p < 0,05, **p < 0,01, **p < 0,001, **x*p < 0,0001; ns, no
significativo; n = nimero de linajes NB analizados.
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bibliografia que, en las células epiteliales de mamiferos, ambos Racl y Cdc42 se unen
fisicamente a Par-6 que, como se ha descrito anteriormente, pertenece al complejo apical.
Por tanto, Par-6 suponia un posible nexo de unién entre las GTPasas y el resto del
complejo (aPKC, Par-3/Baz). Para comprobarlo, decidimos analizar la localizacion de
Par-6 después de expresar las formas negativas de Racl (RacIV'7) y Cdc42 (Cdc42V'7)
en los linajes de NBs de tipo II (figura 53 D, 57 D); en ambos casos encontramos fallos
de localizacién de Par-6 durante la metafase de células progenitoras (NBs de tipo II e
INPs) del linaje, por lo que Racl estaria vinculado directamente con el regulador de DCA
Par-6. Este resultado explicaria la presencia de NBs ectopicos al perturbar la sefializacion

de Robol.

Con el fin de integrar estos ultimos datos y entender la similitud de estos fenotipos y los
de la falta de funcion de robol (NBs ectopicos y fallos en los reguladores de DCA aPKC
y Numb) con el fenotipo de la ganancia de funcion de robo! en los linajes de NBs de tipo
I1, decidimos analizar el efecto de las formas activadas de Racl (Rac'’?) y Cdc42
(Cdc42") en los linajes de NBs de tipo II (figura 58). Mientras que la expresion de
Cdc42""? no present6 diferencias de fenotipo frente al control, la expresion de Racl’’?
mostrd un aumento muy significativo en el nimero de NBs dentro del clon, y también dio
lugar a defectos de localizacion de aPKC (figura 59). Por tanto, un exceso de sefializacion
de Robol y consecuente sobreactivacion de Racl seria tan deletérea como Ia

falta/disminucién de Robol y actividad de Racl.
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Figura 58. Robol regula la DCA de NBs a través de la pequeiias GTPasas Racl y Cdc42.

La forma activada de Racl (Rac/*’?) en los linajes de NB de tipo II, mediante wor-Gal4 ase-Gal80, produce
NBs ectdpicos, pero la forma activada de Cdc42 ( Cdc42"?) no produce Nbs ectdpicos.

Los paneles muestran micrografias confocales de linajes de NBs de tipo II; los NB/eNB son Dpn+ Ase- (azul),
y los INP maduros (mINP) son Dpn+ Ase+ (ptrpura).

Analisis de datos mostrados en los graficos de dispersion: prueba U no paramétrica de Mann-Whitney de dos
colas, *p < 0,05, **p < 0,01, #*p < 0,001, ***xp < 0,0001; ns, no significativo; n = nimero de linajes NB
analizados.
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Figura 59. La forma constitutivamente activada de Racl (Rac/"’?) produce fallos en el proceso de DCA.
La forma activada de Racl (RacI"’?) en los linajes de NB de tipo II, mediante wor-Gal4 ase-Gal80, provoca
fallos en la localizacion de aPKC.

Todos los paneles muestran micrografias confocales de linajes de NB de tipo II; PH3 marca las células
mitdticas; y-Tub marca los centrosomas.

Analisis de datos: prueba de chi-cuadrado, *p < 0,05, #* p < 0,01, *** p < 0,001, **** p < 0,0001; ns, no
significativo; n = nimero de células en division analizadas.
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DISCUSION

La minuciosa y rigurosa regulacion de DCA de células madre es crucial durante el
desarrollo, durante el mantenimiento de la homeostasis de los tejidos adultos como
también en el contexto de tumorogénesis. Los mecanismos moleculares y celulares
responsables de llevar a cabo con éxito este proceso, son los denominados mecanismos
intrinsecos o extrinsecos, anteriormente descritos. Las sefales extrinsecas procedentes de
microambientes especializados, los nichos, colaboran de forma muy importante en la
correcta regulacion procurando el destino de célula madre a la célula hija que recibe estas
sefales, frente a la otra célula hija que pasa a no estar en contacto con el nicho, no recibe

estas sefales y entra en un programa de diferenciacion.

En la mayoria de los sistemas que han sido bien caracterizados, las células madre residen
en un nicho, siendo asi, por ejemplo, en los testiculos y los ovarios de Drosophila donde
las células madre de la linea germinal se adhieren a microambientes locales formados por
un grupo de células somaticas y quiescentes, que le proporcionan informacién esencial
para su mantenimiento a través de la sefializacion paracrina de JAK-STAT vy la
sefalizacion BMP respectivamente. Curiosamente, algunas células madre parece que
llevan a cabo el proceso de DCA a través de mecanismos intrinsecos exclusivamente. En
los tubulos de Malpighi de los adultos de Drosophila (6rgano similar al rifion), las células
madre renales y nefriticas (RNSCs) no se anclan a ningun tipo de célula en particular y
estan dispersas por la region de los tubulos inferiores y los uréteres. Las RNCSs se dividen
asimétricamente dando lugar a otra RNSC y a un Renoblasto (RB) donde la sefializacion
autocrina JAK-STAT regula la autorrenovacion de las RNCSs y la sefializacion intrinseca
de Notch se activa en los RBs promoviendo su diferenciacion. De igual modo, siempre

se ha considerado que la DCA de las células madre neurales del SNC de Drosophila, los



NBs, que han sido objeto de este estudio, dependen exclusivamente de los complejos de
proteinas apicales que regulan la polaridad celular y de los determinantes del destino
celular, es decir, de mecanismo de regulacion intrinsecos. Al menos, hasta ahora no se
ha identificado ninguna senal extrinseca que regule su DCA. Pero curiosamente, en el
cerebro larvario de Drosophila, los NBs estan en contacto directo con la glia cortical y
mantienen la posicion a lo largo de su desarrollo, habiendo un intercambio de sefiales
bidireccionales que permiten, por una parte, la salida de quiescencia de los NBs
reactivando su division con el consecuente el crecimiento de sus linajes, y por otra el
correcto desarrollo y formacion de la glia cortical. Asi que, ;son los NBs completamente
independientes de su entorno en el proceso de DCA? ;como de general es el requisito de
los nichos y por lo tanto de su secrecion de sefiales en el mantenimiento de la

autorrenovacion y en el estado de célula madre, en la DCA?

Durante el desarrollo de este estudio hemos visto que la DCA de los NBs de Drosophila,
que han sido durante afios un paradigma tradicional para el estudio de los mecanismos
reguladores intrinsecos de DCA, también depende de sefiales extrinsecas secretadas por
la glia cortical que estd en estrecho contacto con los linajes de las células madre en el
cerebro larvario y por lo tanto esta actuando como un nicho. No obstante, estas sefiales
extrinsecas no son necesarias para el mantenimiento del estado de célula madre de una de
las células hijas, sino que, en tltima instancia, inciden en la regulacion de los mecanismos
intrinsecos para inducir diferenciacion en una de las células hijas, reprimiendo el estado
basal de autorrenovacion de esta célula. A pesar de que distintos trabajos han demostrado
que, en cultivos de NBs larvarios aislados, estos son capaces de dividirse asimétricamente
y de formar semilunas de diferentes proteinas apicales y de algunos determinantes de

destino celular sin necesidad de ninguna sefial ni mecanismo de regulacion extrinseco,



existen diferentes aspectos a tener en cuenta respecto a esto. En la mayoria de estos
estudios se han utilizado NBs de tipo I del cerebro central en los que en nuestros analisis
hemos demostrado que para su correcto desarrollo no es necesaria la sefializacion de Fra
y Robol. Otros estudios han utilizado en sus cultivos NBs del 16bulo 6ptico y estos
provienen de la transformacion de células neuroepiteliales a NBs de forma
postembrionaria (en la etapa larvaria) por medio de la ola de expresion de los genes
proneurales, a diferencia de los NBs del cerebro central que se originan durante la
embriogénesis mediante delaminacion del neuroectodermo bajo el control de genes
proneurales y neurogénicos, por lo que el origen es totalmente distinto. Ademas, en este
trabajo estos NBs no han sido analizados, de manera que podrian no necesitar tampoco la
sefializacion de la glia cortical durante el proceso de DCA como en el caso de los NB de
tipo I. Los NB de tipo II y los INPs, que son las células madre y progenitoras en las que
hemos centrado nuestra investigacion y en los que hemos demostrado que si dependen de
sefales extrinsecas, se incluyeron en uno de los estudios de los cultivos celulares
concluyendo que tanto los NB de tipo II como los INPs pueden localizar el marcador
apical Baz y el determinante de destino celular basal Pon. Existen diferentes aspectos a
considerar para entender qué puede estar sucediendo. En nuestro estudio in vivo hemos
encontrado que las proteinas reguladoras apicales Par6, aPKC y Cno y el determinante
del destino celular Numb estan gravemente afectadas al alterar la sefializacion Fra-Robo1
en los NBs de tipo I1 y en las células progenitoras mediada por las sefales de la glia Netrin
y Slit, es decir al alterar o eliminar las sefales extrinsecas. En cambio, no se han
encontrado fallos significativos en Insc, Mira y Brat, que son los reguladores que se han
analizado con mas frecuencia en los estudios de cultivo de NBs de tipo II. Ademas, en
nuestro analisis in vivo no hemos analizado otros reguladores de DCA que forman

semilunas en los experimentos en cultivo como Baz, Pins, DIg o Pon, y su localizacién



podria no necesitar sefiales extrinsecas para su correcta formacion y localizacion y, por
lo tanto, tampoco estarian afectados en nuestro sistema como en el caso de Insc, Mira y
Brat. Por otra parte, es muy importante cuantificar adecuadamente la formacion de las
semilunas en el momento clave de la DCA, en metafase, periodo en el que las proteinas
reguladoras de los complejos apicales excluyen a las proteinas determinantes del destino
celular al polo basal. Realizar la cuantificacion en esta etapa es crucial ya que los
fenotipos de los fallos de localizacion de los reguladores de DCA que hemos encontrado
no son totalmente penetrantes; por ejemplo, en nuestro sistema aPKC y Cno presentaron
alrededor del 50% y Numb aproximadamente el 35%, de fallos de localizacion en
metafase, habiendo NBs de tipo II y mINPs que no mostraban defectos presentando
semilunas correctamente formadas en metafase. Posteriormente, en la telofase, distintos
mecanismos como el de “rescate en telofase”, podrian restaurar de forma auténoma la
localizacion de los reguladores de DCA analizados. Resulta bastante sorprendente que las
sefales secretadas por la glia sean necesarias especificamente en los linajes de los NBs
de tipo II y no en los NBs de tipo 1. Esto puede ser debido a que, como hemos visto
anteriormente, presentan un paso de amplificacion (INPs) que da como resultado linajes
mucho mas grandes y complejos, con alta capacidad proliferativa, que los hace mucho
mas susceptibles a inducir un crecimiento exponencial de tipo tumoral cuando falla la
DCA. Por lo que en estos linajes han podido evolucionar mecanismos adicionales de
control para garantizar que el proceso de DCA en los NBs y los INPs sea correcto, como
también, para que el destino celular sea el adecuado, con el fin de evitar que se produzca
sobrecrecimiento o formacion de tumores. Siguiendo esta linea, los defectos de
localizacion encontrados de aPKC pero no del determinante de destino celular Mira cuya
localizacion depende de la fosforilacion de aPKC, tras alterar la sefalizacion de fra o

robol en los linajes de NBs de tipo II podrian explicarse también por estos mecanismos



reguladores especificos que operan en los linajes de NB de tipo II. Se ha demostrado que
la localizacion de Mira requiere de moduladores independientes de aPKC. Del mismo
modo, tampoco se han encontrado fallos de localizacion de Brat, que depende de su
proteina adaptadora Mira, tras disminuir la expresion de robol. Todo esto deja abiertas
una serie de preguntas que serian muy interesante seguir estudiando y aclarando para
mejorar la comprension de este proceso y los mecanismos de regulacion que participan

en este sistema.
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Figura 60. Comparativa de tipos de fallos de aPKC al disminuir la expresion de robol o de fra y al
disminuir o activar constitutivamente Racl.

(A) La disminucion de expresion de robol y fra produjo fallos similares en ambos casos.

(B) La sobreexpresion de Racl”’?y la expresion de la forma negativa RacI™'7 condujo a tipo de fallos que
no son significativamente distintos.

Analisis de datos: prueba de chi-cuadrado, *p < 0,05, ** p < 0,01, #** p < 0,001, **** p < 0,0001; ns, no

En este estudio se ha puesto de manifiesto una nueva funcion de las sefiales de la glia
Netrin-A y Netrin-B y la de su receptor Fra en el proceso de DCA, concretamente
regulando el fino e importante equilibrio que existe entre autorrenovacion versus

diferenciacion en las células madre y en los progenitores intermedios neurales de los



linajes de NBs de tipo II. La glia cortical envuelve a los linajes de las células neurales del
cerebro larvario de Drosophila, comportandose como un nicho puesto que segrega
sefiales que afectan al comportamiento y al desarrollo de estos linajes procurando que sea
exitoso. Las Netrinas, son segregadas por la glia cortical y sefializan a través de su
receptor Fray de la quinasa citoplasmatica Abl, con el fin de modular los niveles umbrales
de sefalizacion del receptor Robol en los NBs de tipo I y en las células progenitoras
intermedias (INPs). Slit, en cambio, que también es segregado por la glia cortical, activa
la sefializacién de Robol, y Abl inhibe esta senalizacion mediante la fosforilacion de
Robol, regulando asi los niveles de senalizaciéon de Robol que resultan criticos para
determinar el destino celular de la célula hija.

Los NBs de tipo II se originan durante la embriogénesis y después de unas rondas de
divisiones entran en un estado de quiescencia antes de finalizar esta etapa. Durante el
desarrollo larvario, final de L1 comienzo de L2, estos NBs reactivan su ciclo celular
gracias a las sefales nutricionales que segrega la glia y empiezan a desarrollar sus linajes.
Durante este tiempo la glia también se estd desarrollando y sufre un proceso de
remodelacion dinamica a lo largo de los estadios larvarios, que consta de tres fases:
expansion, encapsulamiento y extension, y hasta finales de L3 no forma en su totalidad
las camaras que envuelven a los linajes, al finalizar la fase de extension. En este caso, ya
se observa la presencia de las senales NetrinA y Slit en la glia cortical durante la fase .2
(figura 61), lo que sugiere que estas sefales ya estan siendo secretadas por la glia desde

la reactivacion de los NBs (a principio de L2)
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Figura 61. Slit y NetA son secretadas por la glia cortical desde L2.

Los ligandos Slit (rojo) y NetrinA (verde) estan presentes en la glia cortical (flechas blancas) en estadio
larvario temprano (L2) también se detectan y son secretados a los linajes de NB de tipo II, dentro de los
cuales también se detectan (flechas balancas). Glia cortical marcada en verde, mediante Akap200NP2222-
Gal4;UAS-CDS::GFP, y en rojo, mediante Akap200NP2222-Gal4, UAS-CD2.

La sefalizacion Slit-Robo tiene un papel fundamental durante la neurogénesis del SNC
de mamiferos, modela la dindmica de las células progenitoras ventriculares en la corteza
cerebral de forma auténoma, regulando asi el fino equilibrio entre el mantenimiento de
progenitores y la produccion de neuronas. Durante la neurogénesis, los progenitores
primero se dividen de forma simétrica para aumentar el numero de células en division y
posteriormente se dividen asimétricamente para autorrenovarse dando lugar a otra célula
progenitora y para generar nuevas neuronas. La sefializacion de Slit-Robo regula la
proliferacion de estas células progenitoras promoviendo su autorrenovacion de forma que
la pérdida de los receptores Robol/2 como la de la sefializacion de Slit, produce una
reduccién de la autorrenovacion de los progenitores y un aumento de células hijas
diferenciadas. En cambio, en nuestro sistema el efecto de la sefializacion de Slit-Robol
es justamente el contrario. Hemos visto que la pérdida tanto de Robol como de Slit dan
lugar a un aumento de células progenitoras, habiendo un aumento de NBs de tipo Il y de
mINPs en el linaje, por lo que esta sefializacion seria necesaria para inducir diferenciacion
en una de las células hijas, tanto en el INP tras la division del NB, como en la GMC tas

la division del INP. Curiosamente nuestros resultados siguen la linea de los observados



por Andrews y su equipo, en el que vieron un aumento de interneuronas progenitoras en
la corteza de ratones mutantes de Robol debido a un incremento de proliferacion en la
eminencia gangliolar del tenlencéfalo, demostrando que la sefializacion Slit/Robol esta
implicada en la regulacion de la division celular. En Drosophila, se ha demostrado que la
sefializacion Slit-Robo promueve la division asimétrica terminal de una GMC dentro de
un linaje concreto de NB, GMC-1, para generar dos neuronas postmitoticas diferentes
(RP2 /sib). Esto se lleva a cabo mediante la inhibicion de dos proteinas POU, Nubbin y
Mitimere, que permite la localizacion asimétrica de Insc que, finalmente conduce a la
divisién asimétrica terminal del linaje de la GMC-1. Fuera del SNC, distintos estudios
han demostrado y descrito la participacion de la sefializacion Slit/Robo en el proceso de
division asimétrica de distintas células madre. En células madre mamarias de raton, regula
la eleccion entre division celular asimétrica (DCA) o simétrica (DCS) regulando los
niveles de mlInsc, regulador de la orientacion del huso mitético, a través del factor de
transcripcion Snail y se mostr6 que la falta de Slit2/Robol hacia que las células madre se
dividieran mediante DCS produciendo un aumento en el nimero de células madre.
También es necesaria en otras células madre para la especificacion de su linaje, como en
el intestino de Drosophila donde la sefializacion limita el compromiso de las células
madre del intestino (ISCs) con el linaje endocrino estableciendo un control de
retroalimentacion negativo de la generacion de las células enterodendocrinas (EEs).
Ademas, es un regulador clave de la identidad de los progenitores pancreaticos en el raton,
preservando la identidad después de la induccion de su destino y para la expansion del
conjunto de progenitores. Igualmente participa en procesos de adhesion y de anclaje de
las células madre al nicho, como por ejemplo anclando a las células hematopoyéticas de

raton a la médula 6sea o en el caso de las células madre de los testiculos de Drosophila.



En cambio, la senalizacion de Netrin-Fra/DCC no se ha descrito previamente en ninguno

de estos contextos.

Una de las cuestiones a resolver sobre la sefializacion de Slit-Robo es ;coémo regula los
procesos celulares de los mecanismos mencionados anteriormente? En ultima instancia,
se ha sefialado a un control transcripcional como la via de accion mas comun, pero los
mecanismos detallados por los que la sefalizacion de Robo incide en factores de
transcripcion especificos, activandolos o reprimiéndolos, no se han aclarado en la
mayoria de los casos. Unicamente Ballard junto con su equipo han vinculado, la
sefializacion de Slit2/Robol con la degradacion del factor de transcripcion SNAIL, como
se ha mencionado anteriormente. Y esto lo hace a través de la activacion de la GSK3beta
que inhibe la actividad de SNAI regulando tanto su localizacién subcelular como su
degradacion y finalmente los niveles de mINSC. Altos niveles de mINSC impulsa la DCS
a expensas de la DCA y da lugar a mas células madre y a un mayor crecimiento mamario.
En este trabajo presentamos un nuevo mecanismo de sefializaciéon de Robol mediante el
cual, regula la DCA de células madre a través de un importante complejo de proteinas
reguladoras del citoesqueleto, de forma independiente de transcripcion. La sefalizacion
Robol seria necesaria para activar las pequefias GTPasas Racl y Cdc42 a través de la
represion de su inhibidor RhoGAP93B, asi como mediante el reclutamiento del complejo
Dock-Pak, que, a través de Pak, también puede unir formas activadas tanto de Racl como
de Cdc42. La disminucion de la expresion de Racl y de Cc42 afectd directamente a
integrantes de la maquinaria que componen los mecanismos de regulacion intrinsecos de
DCA de células madre y de los progenitores intermedios. Concretamente al disminuir

estas GTPasas de forma especifica en los linajes de NB de tipo II, se produjeron defectos



de localizacion de distintos reguladores de DCA como Par-6,aPKC, Cno y Numb, y con
ello se dirigid a una formacion de NBs ectopicos dentro de los linajes neurales del cerebro,
fenotipo que resume la alteracion de la senalizacion de Slit-Robol. Los defectos de
localizacion de Cno al disminuir los niveles de expresion de Robol concuerdan y son
congruentes con los resultados obtenidos previamente en el laboratorio que muestran que
Cno forma un complejo con Robol in vivo y que actua como regulador positivo de la via
de sefializacion de Slit-Robo, siendo relevante en el comportamiento de los conos de
crecimiento neurales en el embrion de Drosophila. Ademas, cabe destacar que la
localizacion de Cno depende a su vez de otra pequenia GTPasa asociada a la membrana
Rapl. Ambas interactuan fisicamente in vivo y modulan el eje de division de los NBs y
la polaridad apico-basal durante DCA. A su vez, Rapl interactia con las proteinas aPKC
y Par-6 formando un complejo en los NBs mitoticos.

La sobreexpresion de robol produjo defectos similares a la pérdida total o la reduccion
de expresion de robol que también fue un fenotipo similar al hallado tras la pérdida y
reduccioén de fra, la reduccion de Abl, y al de la expresion de Abl con el motivo quinasa
inactivo, siendo asi incapaz de reprimir Robol. Por consiguiente, en base a todos estos
experimentos y resultados pensamos que la sefalizacion Netrin/Fra estaria modulando, a
través de la quinasa Abl, los niveles umbrales de sefalizacion de Robol necesarios para
regular a su vez la correcta actividad de las pequefias GTPasas Racl y Cdc42. Para
reafirmar esta hipdtesis analizamos la expresion de una forma sobreexpresada de Racl
(Rac""?) en los NB de tipo II y observamos que se produjeron NBs ectopicos dentro de
los linajes y también defectos de localizacion de aPKC en los NBs y en las células
progenitoras de los linajes, el mismo fenotipo observado al sobreexpresar robol en los

linajes de NBs de tipo II.



Con todo esto, finalmente concluimos, que el mantenimiento de los niveles de actividad
de las GTPasas Racl y Cdc42 durante el proceso de DCA es necesario y fundamental
para la correcta localizacion de los complejos de proteinas apicales (aPKC, Par-6, Cno)
y con ello también del determinante del destino celular Numb en el polo basal y, tanto el
aumento como la disminucion de su actividad, da lugar a fallos de localizacion de estos
componentes de la maquinaria que integran los mecanismos de regulacién autonomos del
NB. La sefializacion Slit/Robol estd involucrado en la regulacién y ajuste de los niveles
de las GTPasas mediante la inhibicion de sus represores (RhoGAP93B) y reclutamiento
de sus activadores (Pak-Dock) y, a su vez, la actividad de Robol est4 regulada por las
Netrinas , que sefializan a través de su receptor Fra activando a la quinasa citoplasmatica
Abl que inhibe la sefializacion de Robol; consecuentemente, se produce una reduccion
del complejo Pak-Dock y un aumento de la actividad de RhoGAP93B, todo lo cual
conduce a una bajada en la actividad de Racl y Cdc42. Por tanto, el mantenimiento de
los niveles de actividad de Robo1-Rac1/Cdc42 es fundamental para el correcto desarrollo
de los NBs de tipo II y de las INPs y por lo tanto también para sus linajes, y las Netrinas
son las encargadas de mantener este equilibrio perfecto. En conclusion, el nicho de la glia
cortical, a través de la secrecion de las sefiales Netrinas y Slit, regula de forma extrinseca
la DCA de los NBs de tipo I y de las células progenitoras de estos linajes, demostrandose
asi por primera vez la necesidad de mecanismos no autonomos para modular la DCA de

los NBs (figura 62)
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Figura 62. Modelo de trabajo. Slit, secretada por la glia cortical, activa a Robo1, localizado en
el NB y los INPs. Robol recluta e inhibe a RhoGAP93B, represor de la actividad de Racl y Cdc42;
y también recluta a Dock-Pak, que interactiia y activa a Racl y Cdc42. Ambas GTPasas estabilizan
a Par-6 y aPKC, asi como a Cno, que se une a Rapl y que se encuentra en un complejo con Par-6
y aPKC. Por lo tanto, aPKC fosforila a Numb, excluyéndolo del polo apical. Las Netrinas
secretadas por la glia cortical activan a Fra/DCC, localizadas en el NB y en los INPs. Fra recluta
a la quinasa Abl, que fosforila a Robol, reprimiendo su sefializacion y equilibrando los niveles
umbrales de sefializacion Robol/Rac1/Cdc42 necesarios para estabilizar los reguladores del
complejo apical de DCA. Sélo en ausencia tanto de la inhibicién de Fra-Abl como de la
sefalizacion de Robol (fra robol doble mutante), Robo2 seria capaz de sefializar compensando la
falta de Robol. Los colores azul y rojo denotan efectos positivos/activos y negativos/inhibitorios,

respectivamente. Los reguladores de DCA conocidos se representan en color purpura.




CONCLUSIONES

La DCA de los NBs y células progenitoras de los linajes de NBs de tipo I, en el
cerebro larvario de Drosophila, depende de sefiales extrinsecas secretadas por la
glia cortical, un nicho en estrecho contacto con dichos linajes. Estas sefiales
extrinsecas inciden en la regulacion de los mecanismos intrinsecos de la DCA
para inducir diferenciacion en una de las células hijas, reprimiendo el estado basal
de autorrenovacion en dicha célula.

Los ligandos NetA, NetB y Slit y los receptores Fra y Robol se expresan en la
glia cortical y en los linajes de NBs de tipo II respectivamente, desde donde acttian
de forma especifica para el correcto desarrollo de los linajes de NB de tipo II,
siendo prescindibles en los linajes de NBs de tipo L.

La sefializacion Netrin/Fra, a través de la quinasa citoplasmatica Abl, modula los
niveles umbrales de sefializacion de Robol.

Los niveles de sefializacion de Robol son criticos en la regulacion de la DCA de
los NBs e INPs en los linajes de NBs de tipo II.

La senalizacion Slit/Robol actua a través de las pequenias GTPasas Racl y Cdc42,
la cuales permiten la correcta localizacion en NBs metafasicos del complejo apical
Par (aPKC-Par6-Par3/Baz), Cno/Afadin y del determinante del destino celular
Numb, todos ellos reguladores intrinsecos del proceso de DCA en NBs e INPs.
Robo2 podria estar actuando cuando las vias de sefializacion de Robol y Fra-Abl
estan simultdneamente alteradas, pero no es esencial para el correcto desarrollo
de los linajes de NBs de tipo II en condiciones normales, situacion en la queRobol

seria el regulador principal.
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SUMMARY

Asymmetric stem cell division (ASCD) is a key mechanism in development, cancer, and stem cell biology.
Drosophila neural stem cells, called neuroblasts (NBs), divide asymmetrically through intrinsic mechanisms.
Here, we show that the extrinsic axon guidance cues Netrins, secreted by a glial niche surrounding larval
brain neural stem cell lineages, regulate NB ASCD. Netrin-Frazzled/DCC signaling modulates, through Abel-
son kinase, Robo1 signaling threshold levels in Drosophila larval brain neural stem and progenitor cells of
NBII lineages. Unbalanced Robo1 signaling levels induce ectopic NBs and progenitor cells due to failures
in the ASCD process. Mechanistically, Robo1 signaling directly impinges on the intrinsic ASCD machinery,
such as aPKC, Canoe/Afadin, and Numb, through the small GTPases Rac1 and Cdc42, which are required
for the localization in mitotic NBs of Par-6, a Cdc42 physical partner and a core component of the Par

(Par-6-aPKC-Par3/Bazooka) apical complex.

INTRODUCTION

Stem cells are characterized by their ability to give rise simulta-
neously to both self-renewing and differentiated cells through
an asymmetric stem cell division (ASCD). Thus, regulation of
ASCD is crucial to balance stem and mature cell type production,
a critical feature during development and adult tissue homeosta-
sis. Two main types of mechanisms, extrinsic and intrinsic,
regulate ASCD. Extrinsic mechanisms include the secreted
cues provided by the niche, a complex extracellular microenvi-
ronment that surrounds stem cells, determining their state of
division, dormancy, or differentiation.’~”

Several signals secreted by stem cell niches have been
described in different systems to promote stem cell mainte-
nance.”® Intriguingly, ASCD in neuroblasts (NBs), the neural
stem cells of Drosophila CNS and one of the paradigms for
analyzing ASCD, seems to depend exclusively on intrinsic
cues.” '® These neural stem cells need intrinsic signals to induce
differentiation in one of the daughter cells, whereas in stem cells
that rely on extrinsic signals for their maintenance differentiation
is the “basal state” that must be repressed by those external
signals.®*

Drosophila embryonic NBs delaminate from a neuroepithelium
and start dividing asymmetrically to give rise to another NB and a
ganglion mother cell (GMC) that will terminally divide asymmet-
rically to give rise to two neurons or glial cells.'® The asymmetry
of the division relies on the basal distribution of cell-fate determi-
nants in the NB that are exclusively segregated to the GMC, pro-
moting its differentiation and inhibiting self-renewal.'*?? The

asymmetric localization of cell-fate determinants is tightly coor-
dinated with the orientation of the mitotic spindle by a group of
proteins asymmetrically located at the apical pole of metaphase
NBs known as “the apical complex,” which includes the Par
(Par-6-aPKC-Par-3/Bazooka) complex.?>™*! At the end of the
embryogenesis, NBs enter a dormancy phase or quiescence
and, in response to nutrients, resume proliferation at late first
instar larval stages.*?

The neuroectoderm from which the embryonic NBs delaminate
could be a potential niche for these NBs, whose polarity and cell
division axis do depend on those neuroepithelial cells.'*** How-
ever, we do not have any clear clue about potential niche-
secreted signals that might be regulating this process.® Post-em-
bryonic NB lineages are in close contact with the cortex glia,
which enwraps each NB lineage individually in a chamber,
providing neuroprotective and trophic functions and promoting
neuronal survival within each lineage.**™*" Thus, the cortex glia
niche stands as an excellent potential source of secreted signals
forregulating the ASCD of NBs, but, again, these hypothetical sig-
nals remain elusive. Here, we unravel a novel function for Netrins
and Slit, secreted by the cortex glia niche, in regulating the ASCD
of Drosophila larval brain neural stem and progenitor cells.

RESULTS

Robo1 and Fra localize within larval brain NB lineages
and Slit and Netrin in the surrounding cortex glia

Two types of NB lineages are detected in the Drosophila larval
brain (Figure 1A). Whereas type-l NBs (NBIs) are spread over
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Figure 1. Robo1 and Fra localize within larval brain NB lineages and Slit and Netrin in the surrounding cortex glia
(A) The Drosophila larval central brain (cb) contains type | (NBI) and type Il (NBII) NBs. L3, third instar larva; ol, optic lobe; vc, ventral cord; m, medial; |, lateral; d,

dorsal; v, ventral; iINP, immature INP.
(B) The cortex glia (red), labeled by the Akap200NP2222-Gal4 line, surrounds NBI and NBII lineages in the central brain.

(legend continued on next page)



the central brain and divide to give rise to another NB and a
GMC, the only eight type-Il NB lineages (NBIls) per brain hemi-
sphere are dorsally located and have an extra phase of prolif-
eration through intermediate neural progenitors (INPs) (Fig-
ure 1A). Since both types of NB lineages are in tight contact
with the surrounding cortex glia (Figure 1B), they are excellent
candidates as sources of extrinsic signals to regulate ASCD
within NB lineages. We previously found that the ASCD regu-
lator Cno/Afadin forms a complex with the receptor Robo1 to
modulate the process of axon guidance.”® Hence, we
wondered whether Slit-Robo1 and other functionally related
axon guidance cues and their receptors, such as Netrins-Fra/
DCC, might be potential secreted cues and receptors that
extrinsically regulate ASCD within larval brain NB lineages. To
investigate this, we first looked at the expression and localiza-
tion of them in the larval brain. Both Robo1 and Fra accumu-
lated within NB lineages at the membrane of stem (the NB)
and progenitor cells (INPs), which express the transcription fac-
tor Deadpan (Dpn) (Figures 1C, 1E, S1A, and S1B). Intriguingly,
Slit and NetrinA (NetA) were enriched at the cortex glia that sur-
rounds those NB lineages (Figures 1D and 1F). Additionally, in
the case of Robo1 and Slit, Gal4 lines in which the expression
of the transcription factor Gal4 is under the control of robo1 or
slit regulatory regions drove the expression and accumulation
of CD8::GFP at the membrane of NB lineages or cortex glia,
respectively (Figures 1C and 1D).

Compromising Slit-Robo1 or Netrin-Fra signaling

causes ectopic NBs in larval brain NBII lineages

Given the enrichment of Robo1 and Fra within NB lineages and of
Slit and Netrin in the surrounding cortex glia, we next analyzed
the consequences of compromising these signaling in those lo-
cations. We started analyzing NBII lineages (Figure 1A), using
specific Gal4 drivers, such as Distal-less (Dll)-Gal4 or worniu
(wor)-Gal4 asense (ase)-Gal80.*°°° To determine potential
changes in the NB lineage cellular composition, we used as
markers the transcription factors Dpn (expressed in stem [the
NB] and progenitor cells [mature INPs, mINPs]) and Ase, which
in NBIl lineages is expressed in INPs but not in the NB. Thus,
NBs are Dpn*Ase~, and mINPs are Dpn*Ase*. Whereas in con-
trol NBII clones, only one NB is always detected, robo7 downre-
gulation in NBII clones or slit downregulation in the cortex glia led
to the formation of ectopic NBs (eNBs) within the clone
(Figures 2A, 2B, S2A, and S2B). A significant increase in the
number of mINPs was also detected (Figures 2A and 2B). The
same phenotype was observed in fra® null mutant NB clones
and after downregulating NetA and NetB in the cortex glia
(Figures 2C, 2D, S2C, and S2D). To further determine that Netrins
and Slit were specifically required in the glia and that Fra and
Robo1 were signaling within NB lineages, we downregulated

the former within NB lineages and the latter within the cortex
glia; no phenotype (i.e., eNBs) was observed in any of those sit-
uations (Figures S3A and S3B). Lastly, we explored whether NBI
lineages also require Fra and Robo1 signaling. Intriguingly, fra
or robo1 downregulation in NBI lineages did not show eNBs
(Dpn*Ase* in NBI lineages) (Figure S3C). Thus, the ligands Ne-
trins and Slit and the receptors Fra and Robo1 are specifically
produced in the cortex glia and in the NB lineages, respectively,
and their signaling is exclusively required for the proper develop-
ment of NBII lineages (see discussion).

The simultaneous downregulation or knocking out of
robo1 and fra suppresses the formation of ectopic NBs
within NB lineages

Given that compromising either Robo1 or Fra signaling led to a
similar phenotype, the formation of eNBs, we reasoned that
the simultaneous downregulation of both robo7 and fra would
cause a stronger, even synergistic, effect. However, the effect
was just the opposite: the formation of eNBs observed after
downregulating either robo1 or fra was completely suppressed
when both Robo1 and Fra signaling were compromised at the
same time in NB clones (Figure 2E). To confirm that the flies
used, UAS-robo1"NA: UAS-fra™# were carrying both trans-
genes, we stained the clones with Robo1 and Fra antibodies
observing a reduction in the levels of both proteins (Figure S4A).
Likewise, we repeated the experiment, this time analyzing both
the double UAS-robo1™™; UAS-fra™™ and the single UAS-ro-
bo1"NA and UAS-fra™ A" from the same stock (see details in
the Figure S4 legend), obtaining the same result (Figure S4B).
We also ran an additional control in which each of the single
UAS-robo 1™V or UAS-fra™™* was analyzed in the presence of
another UAS construct (UAS-CD8::GFP) to discard that the
phenotype of the double UAS-robo™; UAS-fra™# was caused
by a titration of the Gal-4 driver. Both genotypes, UAS-robo™4';
UAS-CD8::GFP as well as UAS-CD8:GFP; UAS-fra™4,
displayed eNBs within NB lineages, whereas the double UAS-ro-
bo N4 UAS-fra™ showed again a suppression of that pheno-
type (Figure S4C). Strikingly, the double null mutant condition
fra® robo1 presented the same effect, a suppression of the
eNB phenotype, observed in the single robo? or fra® null mutant
clones (Figure 2F). Thus, the next set of experiments was
directed at understanding this suppression of the eNB pheno-
type observed after downregulating or knocking out simulta-
neously robo1 and fra.

Compromising the Robo1 inhibitor Abl tyrosine kinase
causes ectopic NBs within NB lineages

During axon guidance, Fra/DCC and Robo signaling have inde-
pendent but also interdependent functions, antagonizing each
other in particular contexts.’'™>° In fact, the cytoplasmic Abl

(C) Robo1 (red) is present (red arrows) within NBII lineages, labeled by the Distal-less (Dll)-Gal4 driver.*® A robo1-Gal4 line drives the expression of CD8::GFP in

NBII lineages. Two focal planes of a confocal z stack are shown.

(D) Slit (red) is detected (red arrows) in the glia, labeled by the repo-Gal4 driver. A slit-Gal4 line drives the expression of CD8::GFP in the glia that surrounds NBI and

NBII lineages.

(E) Fra (red) is present (red arrows) within NBII lineages and is not detected in the surrounding glia, which is labeled by the repo-Gal4 driver.
(F) NetA, endogenously labeled with GFP (green), is detected (green arrows) at the cortex glia, marked by the Akap200NP2222-Gal4 line.
All panels show confocal micrographs; the transcription factor Dpn (blue) labels NBs and mature INPs.

See also Figure S1.
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Figure 2. The ectopic NB phenotype of robo1 or fra signaling loss is suppressed after simultaneously downregulating both receptors
(A) robo1 downregulation in NBII lineages displays ectopic NBs (eNBs) and more mINPs; the inset shows a z stack plane of focus in which the NB is detected.
(B) slit downregulation in the glia shows eNBs and more mINPs.
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tyrosine kinase has been linked with Fra and Robo1 receptors,
physically interacting with both of them.>*>® Whereas Abl bind-
ing to the cytoplasmic domain of Fra promotes Netrin-depen-
dent neuron midline crossing, and the process is kinase inde-
pendent, Abl antagonizes Robo1 repulsive signaling, and it
does so by directly phosphorylating Robo1 cytoplasmic
domain.®*~*°® This interaction and opposed connection of Abl
with Fra and Robo1 might be helping to understand the pheno-
type of robo1 fra double downregulation in larval brain NB line-
ages. Thus, we looked at a potential function of Abl in our sys-
tem. First, we observed Abl expression within NB clones
(Figure 3A). Next, we looked at the consequences of downregu-
lating Abl in those NB lineages, finding eNBs within the clones
(Figures 3B and S5A). Intriguingly, the expression of a kinase
dead form of Abl (AbIXP) showed a similar phenotype
(Figures 3C and S5B). Given that Robo1 is phosphorylated and
inhibited by Abl, an increase in Robo1 signaling in Abl® might
be responsible for the observed phenotype. In fact, the overex-
pression of robo1 led to the formation of eNBs within the NB lin-
eages (Figures 3D and S5C). Thus, a potential scenario to explain
the relationship between Robo1 and Fra in NB lineages was that
Fra regulates, through Abl kinase, Robo1 signaling threshold
levels, which would be critical (i.e., both robo1 loss and overex-
pression alter NBII lineage development) for a correct cell-fate
commitment (Figure 3E). This would explain the suppression of
the eNB phenotype observed after downregulating simulta-
neously robo1 and fra in NB lineages, i.e., fra downregulation,
and the consequent increase in Robo1 signaling, would be
compensated by the robo71 downregulation in the double UAS-
robo1™A- UAS-fra®™ A", However, if Robo1 signaling is neces-
sary within NBII lineages, as shown by the eNB phenotype
observed after downregulating robo1 (Figure 2A) and in robo1
null mutant clones (Figure 2F), an apparent paradox was the sup-
pression of the eNB phenotype in the fra robo1 double null
mutant clones. To explain that, we hypothesized that other
Robo receptors, such as Robo2, might signal in the absence of
Robo1 compensating its loss in the fra robo1 double null mutant
because, in this genetic background, Abl kinase would not be
present either to inhibit Robo2 signaling. Interestingly, Robo2
contains the same phosphorylation sites that are phosphory-
lated by Abl kinase in Robo1.%* Following this reasoning, in the
single robo1 mutant, Abl would be recruited by Fra, and there-
fore, in this case, Abl could inhibit Robo2 causing the eNB
phenotype observed in a robo7 mutant background. Hence,
we looked at the effect of downregulating robo2 in NBIl lineages,
finding very specific cases of eNBs, although the phenotype was
not significant (Figure S5D). We conclude that Robo2 is not
essential in NB and progenitor cells in normal conditions, i.e.,
when Robo1 would be the key and main regulator, but it can
act when Robo1 and Fra-Abl signaling is impaired.

Slit-Robo1 signaling is required for ASCD regulation in
NBs and INPs of larval brain NB lineages

To understand the presence of eNBs within NBII lineages after
compromising Robo1 signaling, we analyzed whether the pro-
cess of ACD in stem (the NB) and progenitor cells (INPs) was
impaired. We looked at potential failures in the localization of
key ASCD regulators, such as the apical proteins aPKC, Inscute-
able (Insc)/mlinsc, and Cno/Afadin, as well as of the basal cell-
fate determinants Numb, Brain tumor (Brat)/TRIM3, and Miranda
(Mira), a Brat-adaptor protein. Whereas all these regulators
formed crescents in control metaphase stem and progenitor
cells, the localization of aPKC, Cno, and Numb failed at this
stage after downregulating robo7 within NB clones (Figure 4A).
However, no significant changes in the localization of Insc,
Brat, and Mira were observed (Figure 4A). The localization of
the ASCD regulators aPKC, Cno, and Numb also failed after
downregulating slit in the glia (Figure 4B). To more directly
demonstrate that the ACD of progenitor cells within NBII clones
was also altered, we labeled these cells with Ase (expressed in
INPs/GMCs). We observed very significant defects in the distri-
bution of Numb in these mitotic cells Ase* (Figure S6). Thus,
the process of ASCD in NBIl lineages was impaired after
compromising Slit-Robo1 signaling pathway.

Compromising Netrin-Fra signaling or Abl kinase

activity causes a robo1 mutant-like ASCD phenotype

To further corroborate that Fra signaling regulates Robo1
signaling threshold levels through Abl kinase, we first analyzed
the localization of the ASCD regulators aPKC, Cno, and Numb af-
ter downregulating fra in NBII lineages, finding defects in all of
them (Figure 5A). We also checked in these lineages for the local-
ization of Numb in dividing Ase™* progenitors (INPs/GMCs), finding
very significant defects (Figure S6). Given that the localization of
aPKC and Numb was the most affected, we also looked at it after
downregulating NetA and NetB expression in the glia, observing
similar defects than in fra knockdown NBII lineages (Figure 5B).
Finally, to further prove that Abl kinase was implicated in ASCD
by phosphorylating and repressing Robo1, we looked at aPKC
and Numb localization in NBII lineages expressing the kinase
dead form of Abl (AbI“P) or overexpressing robo1, finding a similar
phenotype than that observed after downregulating fra in NB lin-
eages (Figures 5C and 5D). Thus, Netrin-Fra signaling would regu-
late, through Abl kinase, Robo1 signaling threshold levels, which
in turn directly impinge on the correct distribution of ACD regula-
tors in stem and progenitor cells, within NBII lineages.

Robo1 impacts on ASCD through the small GTPases
Rac1 and Cdc42

Finally, we wondered how Robo1 signaling was impacting on the
localization of the ASCD intrinsic regulators aPKC and Cno/Afadin;

(C) fra® null mutant NBII clones show eNBs and more mINPs.
(D) NetA and NetB downregulation in the glia shows eNBs and more mINPs.
(

E) robo1 and fra simultaneous downregulation in NBII lineages suppresses the formation of eNBs, present in each of the single mutant condition.
(F) fra® robo1 double null mutant NBII clones do not show eNBs, which are observed in both robo7 and fra® null mutant clones.
Data analysis shown in the scatterplots: two-tailed Mann-Whitney non-parametric U test, *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001, ***p < 0.0001; ns, not significant; n =

number of NB lineages analyzed.

All panels show confocal micrographs of NBII lineages; NBs/eNBs are Dpn* Ase™ (blue), and mature INPs (mINPs) are Dpn* Ase* (purple).

See also Figures S2-S4.
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Figure 3. Compromising the Robo1 inhibitor
Abl tyrosine kinase causes ectopic NBs within
NB lineages

(A) Abl expression is detected within NBII lineages by
an antibody (red in the upper panels) or by an
endogenously GFP-labeled Abl line (green in the
lower panels).

(B and C) Ab/ downregulation (B) or an Abl kinase
dead form expression (C) causes eNBs.

(D) robo1 overexpression causes eNBs.

(E) Working hypothesis: Netrins secreted by the
cortex glia activates Fra, present at NBs and INPs;
then, Fra recruits Abl kinase that phosphorylates and
represses Robo1 signaling, which is activated by Slit,
also secreted by the cortex glia. Blue arrows
denote activation whereas the red arrow represents
repression.

Data analysis shown in the scatterplots: two-tailed
Mann-Whitney non-parametric U test, *p < 0.05,
**p < 0.01; n = NB lineages analyzed.

All panels show confocal micrographs of NBII line-
ages; NBs/eNBs are Dpn* Ase™ (blue), and mature
INPs (mINPs) are Dpn* Ase* (purple).

See also Figure S5.
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Figure 4. Slit-Robo1 signaling regulates ASCD in dividing cells of larval brain NB lineages
(A) robo1 downregulation in NBII lineages, by wor-Gal4 ase-Gal80, causes aPKC, Cno, and Numb localization failures (white arrows); Insc, Brat, and Mira
localization are not affected (white arrows).
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the failures in Numb localization, which depends directly on
aPKC,"” could be explained by the mislocalization of aPKC after
impairing Robo1 signaling. Several Robo1 downstream effectors
and physically interacting partners, such as the GTPase-activating
protein (GAP) RhoGAP93B, which is repressed by Robo1 in other
systems,”® the Dreadlocks (Dock)-p21-activated serine-threonine
kinase (Pak) complex, as well as the guanine exchange factor
(GEF) Son of Sevenless (Sos), directly regulate the small GTPase
Rac1.%°" Thus, we looked at the effect of downregulating Rac
in larval brain NB lineages using dominant negative forms of
Rac1 (Rac1™'” and Rac1®9), observing eNBs within the clone
(Figures 6A and S7A). In addition, the localization of the ASCD reg-
ulators aPKC, Cno, and Numb, affected after impairing Robo1
signaling, was also altered in Rac1V?” NB lineages (Figure 6B).
Moreover, the overexpression of the Rac1 inhibitor and Robo1
partner RhoGAP93B in NB lineages also showed eNBs
(Figures 6C and S7B). The same phenotype was observed after
downregulating the Robo1 partner Dock and the Dock-interacting
kinase Pak (Figures 6C and S7B). However, no significant defects
were observed after downregulating the Robo1 interacting partner
Sos in NB lineages (Figures 6C and S7B). Thus, Robo1 regulates
Rac1 within NB lineages through the Rac1 GAP RhoGAP93B,
which Robo1 would repress, and through the Dock-Pak complex,
which Robo1 would attract and which can trigger Rac1 activation
in other systems.%5°

In addition to Rac1, the small GTPase Cdc42 is also a target of
RhoGAP93B and partner of Pak.”?%2%% Intriguingly, Cdc42 is a
well-known regulator of ASCD that forms a complex with Par-
6-aPKC and is key for their apical localization in mitotic NBs.®*
In fact, the expression of a dominant negative form of Cdc42
(Cdc42N') in NB lineages also caused eNBs (Figures 7A and
S7C) and failures in the localization of the ASCD regulators
aPKC, Cno, and Numb (Figure 7B).°* Lastly, we wondered how
Rac1 was altering the ASCD of NB and progenitor cells, as
such function for Rac1 has not previously been described.
Remarkably, in vertebrate epithelial cells, both Cdc42 and
Rac1 bind Par-6, which links the small GTPases with the rest
of the Par complex, aPKC and Par-3.°°-°® Hence, we looked at
the effect on Par-6 of expressing dominant negative forms of
Rac1 or Cdc42 in NB lineages, observing failures in the localiza-
tion of Par-6 in both cases (Figure 7C). The above experiments
could explain the formation of eNBs after losing Robo1 signaling.
In order to clarify the similar phenotype (i.e., eNBs and failures in
the localization of ASCD regulators) observed after overexpress-
ing robo1 in NB lineages, we analyzed the consequences of
overexpressing Rac? (Rac1¥'?) or Cdc42 (Cdc42"'?) in NBII lin-
eages. Whereas the expression of Cdc42"72 did not cause a sig-
nificant phenotype compared with control lineages, the expres-
sion of Rac 12 showed a very significant increase in the number
of NBs (Figures 7D and S7D). In addition, the expression of
Rac1""2 also led to very significant defects in the localization of
aPKC (Figure 7E). Thus, proper Robo1/Rac1-Cdc42 signaling
threshold levels modulate NB and progenitor ASCD by impinging
on the correct localization of the Par (Par-6-aPKC-Par3/

Bazooka) complex and of Cno/Afadin, all components of the
mitotic NB and progenitor “apical complex.”

DISCUSSION

A precise regulation of ASCD is critical in development, tissue
homeostasis, and tumorigenesis. Extrinsic signals from special-
ized microenvironments, the niches, importantly contribute to
that regulation by promoting the stem cell fate in the daughter
cell that receives those signals, whereas the other daughter
cell enters a differentiation program. Intriguingly, the ASCD of
some stem cells, including the Drosophila CNS stem cells called
NBs, the subject of this study, seems to depend exclusively on
intrinsic regulatory mechanisms.®®®’° Then, are those stem
cells completely independent of their surrounding environment?
Also, how general is the requirement of niches and the signals
secreted from them for maintaining the stem cell fate in an
ASCD?

Here, we show that the ASCD of Drosophila NBs, a traditional
paradigm for studying intrinsic ASCD regulatory mechanisms,
do also depend on extrinsic cues secreted by a glial niche, which
are in close contact with those neural stem cell lineages in the
larval brain. However, these extrinsic signals are not required
to maintain the stem cell fate. They ultimately impact on the regu-
lation of intrinsic factors to induce differentiation in one daughter
cell, repressing the self-renewal “basal state” in this cell. We are
aware that different studies have shown the possibility of
growing in culture isolated larval NBs, which are able to form
crescents and divide asymmetrically without any additional
extrinsic signal.""'>"""> However, most of these experiments
were performed using central brain NBI NBs, which do not
require Fra and Robo1 signaling for their correct development
(Figure S3C), or included NBII, but only particular markers
were analyzed (i.e., Baz and Pon).”” This is relevant as, for
example, we observed that the localization of some ASCD regu-
lators were not affected without extrinsic signals (i.e., Insc, Mira,
and Brat). In the experiments in culture, some of the latter
regulators are frequently used.'""'>"" It is also key to properly
quantify the cases of crescent formation at metaphase, as the
phenotypes are never fully penetrant and can be even totally
rescued at telophase. For example, in our system, aPKC showed
about 50% localization failures at metaphase, implying that there
are NBlIs that show aPKC crescents. Nevertheless, finding that
glia-secreted cues are specifically required in NBIl lineages
was indeed very intriguing. NBII lineages are larger than NBI,
as they undergo an additional proliferation phase through INPs
(Figure 1) and hence are more prone to induce tumor-like over-
growth when ASCD fails. Thus, additional levels of regulation
might have evolved in these lineages to ensure the correct divi-
sion of the NB and INPs to avoid overgrowths. We will keep
further exploring and clarifying this issue in the future.

In this work, we have unveiled a novel function for the axon
guidance cues Netrins and their Fra/DCC-like receptor in regu-
lating self-renewal versus differentiation in neural stem and

(B) slit downregulation in the glia, by repo-Gal4 or Akap200NP2222-Gal4 (cortex glia), causes aPKC, Cno, and Numb localization failures (white arrows).
All panels show confocal micrographs of NBII lineages; PH3 labels mitotic cells; y-Tub labels centrosomes. Data analysis: chi-square test, *p < 0.05, ** p < 0.01,
***p < 0.001, *** p < 0.0001; ns, not significant; n = number of dividing cells analyzed.

See also Figure S6.
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Figure 5. Netrin-Fra signaling and Abl kinase regulate ASCD in dividing cells of larval brain NB lineages
(A) fra downregulation in NBII lineages, by wor-Gal4 ase-Gal80, causes failures in aPKC, Cno, and Numb localization.
(B) NetA and NetB downregulation in the cortex glia (c. glia), by Akap200NP2222-Gal4, causes aPKC and Numb localization failures.
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progenitor cells of larval NBII lineages. The cortex glial niche that
surrounds those lineages secretes Netrins, which modulate
Robo1 signaling threshold levels through Fra and Abl kinase in
stem and progenitor cells. Whereas Robo1 signaling is activated
by its ligand Slit, also secreted by the glial niche, Abl kinase re-
presses this signaling, and these balanced Robo1 signaling
levels appear to be critical for the cell-fate commitment of the
daughter cell prone to differentiate. The cortex glia dynamically
undergoes remodeling through larval stages; only at late third
instar larval stages (L3) the glia chamber enwrapping each NB
lineage forms completely.*” Here, we already observed the pres-
ence of the secreted ligands Slit and NetA in the cortex glia at L2,
suggesting that these cues are being secreted from the glia since
the reactivation of dormant NBs at early L2 (Figure S1D).

Slit-Robo signaling regulates progenitor cell proliferation in the
mammalian CNS’®"* and promotes the terminal asymmetric di-
vision of a differentiation-committed cell in the Drosophila
CNS.”® Likewise, in mammary stem cells, Robo1 favors their
asymmetric mode of cell division.”® Slit-Robo signaling is also
required in other stem or progenitor cells to regulate their lineage
specification,”” identity,”® or their adhesion/anchoring to the
niche.”®*% No role for Netrin-Fra/DCC signaling has been previ-
ously described in all those contexts.

Ultimately, a transcriptional control has been pointed out as
the most common way of action by which Robo signaling regu-
late the above-mentioned cellular processes.”>">® Here, we
show a novel, transcription-independent mechanism by which
Robo1 signaling regulates ASCD (Figure 7F). Robo1 signaling
would be required to activate the small GTPases Rac1 and
Cdc42 by repressing its inhibitor RhoGAP93B as well as by re-
cruiting the Dock-Pak complex, which, through Pak, can also
bind activated forms of both Rac1 and Cdc42.°*®' Rac1 and
Cdc42 downregulation directly impacted on the intrinsic ma-
chinery that modulate ASCD in neural stem and progenitor
cells. Specifically, compromising those small GTPases led to
defects in the localization of the ASCD regulators, Par-6,
aPKC, Cno, and Numb, and the concomitant formation of
eNBs within brain neural lineages, a phenotype that recapitu-
lates that of Slit-Robo1 signaling impairment. The overexpres-
sion of robo1 caused similar defects than the loss of robo1. It
was also a similar phenotype than for the loss of fra, the down-
regulation of Abl, or the expression of a kinase dead form of Abl
(unable to repress Robo1). Hence, based on all those experi-
ments, our working model proposes that Netrin-Fra signaling
would be modulating, through Abl kinase, the Robo1 signaling
threshold levels necessary to regulate in turn the correct activity
of the small GTPases Rac1 and Cdc42. In fact, and according
to this, the expression of Rac7""? within NBII lineages caused
the formation of eNBs and led to defects in the localization of
aPKC in NB and progenitor cells, a similar phenotype than
that observed after overexpressing robo7 in these NBII line-
ages. It would be interesting to determine whether this novel
function of Netrin-Fra/DCC signaling regulating ASCD is also

conserved in vertebrates, and whether Robo/Rac1-Cdc42
signaling threshold levels in the above-mentioned contexts
are also critical for and dependent on Netrin-DCC signaling,
as we have found in Drosophila.
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EXPERIMENTAL MODEL AND SUBJECT DETAILS

Drosophila strains and genetics

The fly stocks used were from the Bloomington Drosophila Stock Center (BDSC), the Kyoto Stock Center and the Vienna Drosophila
Resource Center (VDRC), unless otherwise stated: hs-FLP; Akap200NP2222-Gal4 (Kyoto: 112830); DIl-Gal4 UAS-CD8::GFP
(BDSC: 64307); GMR36G09-Gal4 (BDSC: 49941); UAS-CD8::GFP (BDSC: 5137); cno::GFP®?; repo-Gal4 (BDSC: 7415); slit-Gal4



(BDSC: 9580); UAS-robo 1N (VDRC: 42241 and Dimitrova et al.?%); UAS-slit™4 (VDRC#20210); UAS-CD2 (BDSC: 1373); FRTG13
fra® (BDSC: 8813); FRTG13 ubi-GFP (BDSC: 5826); FRT G13 (BDSC: 1956); FRTG13 robo (this work); FRTG13 fra® robo’ (this work);
UAS-NetARN4 (VDRC: 330207); UAS-NetB N4 (BDSC: 34698); UAS-fra™ ' (VDRC: 6557 and 29910); wor-Gal4 ase-Gal80°°; wor-
Gal4 (BDSC:56553); Abl::GFP (BDSC: 59761); UAS-AbI"NA (VDRC: 110186); UAS-Ab/<41”N D) (BDSC: 8566); UAS-robo1::Myc
(from G. Bashaw); UAS-Abl::Myc (BDSC: 65264); UAS-Rac1"N'” (BDSC: 6292); UAS-Rac1-%° (BDSC: 6290); UAS-RhoGAP93B
(BDSC: 19720); UAS-Dock™ A (BDSC: 27728); UAS-Pak™A (BDSC: 41714); UAS-Sos™4 (VDRC: 106925); UAS-Cdc42"'”
(BDSC: 6288); UAS-robo2"NA (BDSC: 27317 and 9286); UAS-Rac1""? (BDSC: 6291); UAS-Cdc42"2 (BDSC: 4854).

Drosophila husbandry

All the fly stocks were raised and kept in 18°C or 25 C incubators. Experimental temperatures for the assays were maintained using
25°C or 29°C incubators. All the Gal-4 x UAS crosses were carried out at 25°C for 2 days and then transferred to a new tube and left at
29°C until larvae of the proper stage (second or third instar, depending on the experiment) developed. All stocks were kept in bottles
containing standard molasses fly food.

METHOD DETAILS

Histology, immunofluorescence, and microscopy

Larval brains were dissected out in PBS and fixed with 4% PFA in PBT (PBS and Triton X-100 0.1%) for 20 min at room temperature
with gentle rocking. Fixed brains were washed 3 times for 15 min with PBT (PBS and Triton X-100 0.3%) and then incubated in PBT-
BSA for at least 1h before incubation with the corresponding primary antibody/antibodies. The following primary antibodies were
used in this study: guinea pig anti-Dpn (1:2,000; Rives-Quinto et al.?%), mouse anti-Robo1 (1:500; Developmental Studies Hybridoma
Bank [DSHB]), chicken anti GFP (1:3,000; Aves Labs), mouse anti-Slit (1:10; DSHB), mouse anti-CD2 (1:50; Bio-Rad), rabbit anti-Fra
(1:200; from M. J. Murray), rabbit anti-Ase (1:100; Rives-Quinto et al.??), rabbit anti-Abl (1:1,000; from E. Giniger), rabbit anti PKCY
(1:100; Santa Cruz Biotechnology, sc-216), rabbit anti-Insc (1:1,000; from J. Knoblich), goat anti-Numb (1:200; Santa Cruz Biotech-
nology, sc-23579), rabbit anti-Brat (1:200; from J. Knoblich), rabbit anti-Mira (1:1,000; from F. Matsuzaki), rabbit/mouse anti-PH3
(Rb1:1,000-1:2,000; Millipore, 06-570/05-806), mouse anti-yTub (1:200; Sigma-Aldrich, T5326), rabbit anti Par-6 (1:1,000, from A.
Wodarz). Secondary antibodies conjugated to fluorescent dyes were obtained from Molecular Probes and they were used at a dilu-
tion of 1:200-1:400. Samples were mounted in VECTASHIELD antifade mounting medium for fluorescence. An anti-GFP Ab was used
to improve the detection of NetA::GFP in Figure 1F.

Fluorescence images for Figure 1, with the exception of Figures 1B and 1F, were recorded by using an Inverted Leica laser-scan-
ning spectral confocal microscope TCS SP2 (Leica). Fluorescence images for the rest of figures (including Figures 1B and 1F) were
recorded by using a Super-resolution Inverted Confocal Microscope Zeiss LSM 880-Airyscan Elyra PS.1. Panels in Figures 4, 5, 6B,
7B, 7C, TE, and S6 represent summations of different confocal planes of the corresponding Z stack.

QUANTIFICATION AND STATISTICAL ANALYSIS

For statistical analysis, the data were first analyzed using the Shapiro-Wilk test to determine whether the sample followed a normal
distribution. Data that did not follow a normal distribution were analyzed with a two-tailed Mann-Whitney nonparametric U-test. An R
software was used for representing the scatter plot diagrams, with the central lines of the boxes showing the median, the "cross"
representing the mean and the limits of the boxes indicating the lower and upper quartiles (see also figure legends). Data related
to the ACD regulator localization failures were analyzed with a Chi-square test. The specific test used, the sample size (n), the SD
of the population and the P value is indicated in each figure legend; *P<0.05, ** P<0.01, *** P<0.001, *** P<0.0001; ns, not significant.
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Figure S1. Robo1l and Fra are present at the membrane of NBII lineages and
Slit and Netrin are secreted from the cortex glia since L2. Related to Figure 1.
(A) A confocal micrograph showing (red arrows) the Robol receptor, in red,
colocalizing in the membrane with CD8::GFP, which is expressed under the control
of an NBII Distal-less (Dll)-Gal4 driver (see also the main text). Dpn, in blue, labels
both the NB (out of focus in the picture) and the mature INPs within the NBII lineage.
Note that the GFP signal is stronger in the lineage cells closer to the NB than in those
located far away of it (arrowhead), in which Robo1 is also detected (see also Figure
1C, picture in which the GFP signal is more saturated). (B) A confocal micrograph
showing (red arrows) the Fra receptor, in red, colocalizing in the membrane with
CD8::GFP, which is expressed under the control of an NBII Distal-less (DIl)-Gal4
driver (see also the main text). Dpn, in blue, labels both the NB and the mature INPs
within the NBII lineage. PH3, in stronger blue signal, labels dividing cells. Note that
the localization of Fra appears polarized in the dividing NB and INPs (red arrows).
(C) A confocal micrograph showing colocalization (yellow arrows) of Fra (red) and
NetA::GFP (green) within an NBII lineage labeled by the worGal4 aseGal80 driver,
which directs the expression of the transmembrane protein CD2 (blue). (D) The
ligands Slit (red) and NetrinA (green) are already present in the cortex glia at L2
(second instar larva); red and green arrows, respectively, and secreted to the NB
lineages, within which are also detected.
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Figure $§2. The simultaneous downregulation or knocking out of robol and fra
suppresses the formation of ectopic NBs within NB lineages. Related to Figure 2. (A)
Confocal micrographs show larval beain NRI lineages labelled with Dpn (blue) and Ase (red).
Control NBIH lineages show one NB, which only expresses Dpn (blue) and several mature INPs
(in purple), which express bath Dpn (blue] and Ase (red). NBIl lineages with robol
downregulated show ectopic NBs (eNBs) in blue, Dpn* Ase, and mature INPs (mINPs) in purple,
Dpn* Ase*; the inset In the robal panel shows a different plane of focus of the confocal 2 stack
in which the NB of the lineage is detected. The single channels corresponding to Dpn and Ase
labeling are shown in black and white. (B) Confocal micrographs of larval central brain showing
an NBII contrel lineage and an NBII lineage with slit downregulated in the glia that surrounds
it. While only one NB (Dpn*, blue) is detected in control clones, ectopic NBs (eNBs), in blue, ara
found in the mutant condition. The single channels corresponding to Dpn and Ase labeling are
shown In blacdk and white, (C) Confocal micrographs of a control and a fra® null mutant NBII
lineages, which do not express nuclear GFP (nGFP), showing ectopic NBs (eNBs) (Dpn- Ase’), in
blug, in the mutant condition. The control clone only present one NB, mINPs are shown in
purple, The single channels corresponding to Dpn and Ase labeling are shown in black and
white. (D) Confocal micrographs of a control NBII lineage and an NBII lineage in which Netd
and NetB have been downregulated in the surrounding glia. While the control clone only
presents one NB (Dpn® Ase), in blue, ectopic NBs (eNBs) are detected in the mutant condition;
miNPs are shown in purple. The single channels corresponding to Dpn and Ase labeling are
shown in black and white. (E) Confocal micrographs of NBII lineages showing the simultaneous
downregulation of robol and fra in NBII lineages, situation in which the formation of ectopic
NBs (Dpn* Ase’), In blue, present in each of the single RNA! condition, is suppressed, The single
channels corresponding to Dpn and Ase labeling are shown In black and white. (F) Confocal
micrographs of NBII lineages showing the simultanecus knocking out of rabol and fra in NBII
lineages, situation in which the fermation of ectopic NBs (Dpn* Ase), in blue, present in each of
the single null mutant conditions, is suppressed. The single channels corresponding to Dpn and
Ase labeling are shown in black and white
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Figure S3. Netrins and Slit are secreted from the cortex glia and their receptors
Fra and Robo1 are required within NBII but not in NBI lineages. Related to
Figure 2. (A) Confocal micrographs show larval brain NBII lineages labeled with
Dpn (blue) and Ase (red). Control NBII lineages show one NB, which only expresses
Dpn (blue) and several mature INPs (in purple), which express both Dpn (blue) and
Ase. The downregulation of slit or NetA+B in NBII clones (the NBII-specific Gal4
driver wor-Gal4 aseGal-80 was used) does not cause the formation of ectopic NBs
within the clone. (B) Confocal micrographs of a control NBII lineage and NBII
lineages in which robol, fra or Abl has been downregulated in the surrounding glia
by the cortex glia-specific Akap200NP2222-Gal4 driver. Mutant clones do not show
ectopic NBs Dpn* Ase- (in blue), only one NB is observed per clone as it happens in
control clones. (C) NBI lineages do not require Fra and Robo1 signaling for their
proper development. Confocal micrographs show larval brain NBI lineages labeled
with Dpn (blue) and Ase (red). The wor-Gal4 driver, which labels all NB lineages
(NBI and NBII) was used to label NBI clones and to downregulate robo1 or fra in
them. Control NBI lineages show one NB Dpn* Ase* (in purple), which expresses
both Dpn (blue) and Ase (red), and several GMCs (in red), which only express Ase.
The downregulation of either robol or fra in NBI clones does not cause the
formation of ectopic NBs. All data were analyzed with a two-tailed Mann-Whitney
nonparametric U-test, with the central lines of the boxes showing the median, the
"cross" representing the mean and the limits of the boxes indicating the lower and
upper quartiles determined by R software; ns: not significant; n (above each
genotype) depicts the number of NB lineages analyzed.
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Figure S4. The ectopic NB phenotype of robol or fra downregulation is
suppressed after simultaneously downregulating both robo1 and fra. Related
to Figure 2. (A) Confocal micrographs of NBII lineages showing a strong reduction
of robo1 and fra expression after downregulating robo1 and fra in NBII lineages with
the wor-Gal4 aseGal80 Gal-4 driver. (B) Confocal micrographs of NBII lineages of the
indicated genotypes. wor-Gal4 aseGal80; UAS-CD8::GFP virgins were crossed with
UAS-robo1RNAi; UAS-fraRNAi/TM6B males, or with UAS-robo1RN4i/CyOTb; UAS-fraRNAi
males, from the double RNAi stock; Tb larvae (i.e. wor-Gal4 aseGal80/ UAS-robo1RN4
UAS-CD8::GFP/TM6B or wor-Gal4 aseGal80/CyOTb; UAS-frafNAi /| UAS-CD8::GFP)
were selected for dissecting and staining. wor-Gal4 aseGal80; UAS-CD8::GFP virgins
were crossed with UAS-robo1RNAi; UAS-fraRNAi (double homocygotes) and larvae wor-
Gal4 aseGal80/ UAS-robolRNAi, UAS-fraRNAi [ UAS-CD8::GFP were selected for
dissecting and staining. The single robo1RN4i and fraR®NAi NB lineages show ectopic
NBs (eNBs), while in the double robo®N4i; fraRNAithis phenotype is suppressed. (C)
Confocal micrographs of NBII lineages of the indicated genotypes showing the
simultaneous downregulation of robo1 and fra in NBII lineages, situation in which
the formation of ectopic NBs, in blue, present in each of the single RNAi condition, is
suppressed. The single RNAi conditions (roboRfNAi or fraRNAi) were analyzed in
presence of an additional UAS construct (UAS-CD8::GFP) to discard that the loss of
phenotype in the double roboRN4i; frakNAi was due to the titration of the Gal-4 driver.
All data were analyzed with a two-tailed Mann-Whitney nonparametric U-test, with
the central lines of the boxes showing the median, the "cross" representing the mean
and the limits of the boxes indicating the lower and upper quartiles determined by
R software; * P<0.05, ** P<0.01, **** P<(0.0001 and ns: not significant; n (above each
genotype) depicts the number of NB lineages analyzed.
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Figure S5. Compromising the Robo1 inhibitor Abl tyrosine Kkinase induces the
formation of ectopic NBs within NB lineages. Related to Figure 3. (A and B)
Confocal micrographs of NBII lineages showing ectopic NBs (Dpn*, Ase’), in blue,
after downregulating Abl within the clone (A) or after expressing an Abl kinase dead
form (AbIXP) (B), while in control lineages only one NB is present; mINPs (Dpn*,
Ase*) are shown in purple. The single channels corresponding to Dpn and Ase
labeling are shown in black and white. (C) Confocal micrographs of NBII lineages
showing ectopic NBs (Dpn*, Ase’), in blue, after the overexpression of robol within
NB clones, while in control lineages only one NB is present; mINPs (Dpn*, Ase*) are
shown in purple. The single channels corresponding to Dpn and Ase labeling are
shown in black and white. (D) The downregulation of roboZ in NBII lineages causes
the formation of ectopic NBs but the phenotype is not significant compared to
control lineages. Confocal micrographs of NBII lineages showing ectopic NBs (Dpn*,
Ase), in blue, after downregulating roboZ2 (two different robo2 RNAI lines are
shown), but the phenotype, as shown in the graphics, is not significant. Data were
analyzed with a two-tailed Mann-Whitney nonparametric U-test, with the central
lines of the boxes showing the median, the "cross" representing the mean and the
limits of the boxes indicating the lower and upper quartiles determined by R
software; ns: not significant; n (above each genotype) depicts the number of NB
lineages analyzed.
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Figure S6. Robo1 and Fra signaling are required for the correct localization of
the cell fate determinant Numb in mINPs/GMCs. Related to Figures 4 and 5.
Confocal micrographs of control NBII lineages and NBII lineages in which robo1 or
fra has been downregulated. Mutant clones show failures in the localization of the
cell fate determinant Numb in mINPs/GMCs (Ase*). The Gal4 line used as a driver
was wor-Gal4 ase-Gal80 that is specific for NBII lineages. In all panels, PH3 labels
mitotic cells and y-Tub the centrosomes. White arrows indicate the crescent
correctly formed in control clones and their absence in the mutant condition. Data
were analyzed with a Chi-square test, **** P<0.0001; n depicts the number of
dividing cells analyzed.
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Figure S7. Robo1 impacts on ASCD through the small GTPases Rac1 and Cdc42.
Related to Figures 6 and 7. (A) Confocal micrographs of control NBII lineages and
NBII lineages expressing dominant negative forms of Rac1 (Rac1V!” or Rac1:4°). Both
Racl dominant negative forms show a significant formation of ectopic NBs (eNB;
Dpn*, Ase, in blue) within larval brain NBII lineages. The single channels
corresponding to Dpn and Ase labeling are shown in black and white. (B) Confocal
micrographs of control NBII lineages and NBII lineages overexpressing the Racl
inhibitor RhoGAP93B or showing downregulation of Dock, Pak or the RhoGEF Sos in
larval brain NBII lineages. The downregulation of Sos does not show a significant
change in the number of NBs, while all the other mutant conditions show a
significant formation of ectopic NBs (eNB; Dpn*, Ase-, in blue) within larval brain
NBII lineages. The single channels corresponding to Dpn and Ase labeling are shown
in black and white. (C) Confocal micrographs of a control NBII lineage and an NBII
lineage expressing a Cdc42 dominant negative form (Cdc42V?7). The expression of a
Cdc42N17 leads to a significant formation of ectopic NBs (eNB; Dpn*, Ase’, in blue)
within larval brain NBII lineages. The single channels corresponding to Dpn and Ase
labeling are shown in black and white. (D) Confocal micrographs of a control NBII
lineage and NBII lineages expressing constitutively active forms of Cdc42 (Cdc42V1?)
or Racl (Rac1'??). An increased activity of Racl (Rac1'??), but not of Cdc42
(Cdc42V12), causes a very significant formation of ectopic NBs (eNBs; Dpn*, Ase’, in
blue). The single channels corresponding to Dpn and Ase labeling are shown in black
and white.
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