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INTRODUCCION Y ANTECEDENTES

Sonic Hedgehog (Shh) es un morfégeno perteneciente a la férﬁilia de Hedgehog (Hh) por
su homologia al gen de polaridad de los segméhfdé——{jdentificado originalmente en
Drosophila (Echelard et al., 1993; Roelink et al., 1994):.1?Ei:st‘e factor de crecimiento de
naturaleza protéica participa en el contro_l"‘ ae I:a"l' proliferacion, sobrevivencia,
diferenciacién y muerte celular durante la forma‘cic')n“de‘ diferentes drganos y tejidos en
los=organismos “pluricelulares en desarrollo.- En los " vertebrados participa, entre- otros’
prbce‘sos, eny el establecimiento de los ejes Anterb-Posterior (A-P) y Dorso-Ventral (D-V) ‘

' du[a,nté el desarrollo del Sistema Nervioso Central (SNC) (Echelard et al, 1993).
Desarrollo del Sistema Nervioso Central

Una de las primeras regiones organizadoras que aparecen en el embrion es
conocida como nodo (en el ratén), organizador de Spemann (en anfibios) y nodo de
Hensen (en pollo) y esta formado por precursores del tejido mesodérmico dorsal (Kintner
and Dodd, 1991). Esta estructura posee una funcion reguladora global capaz de inducir
la formacion de ejes completos. Si es transplantado a otro embrion en el estadio
adecuado y en una regién ventral diferente a la que normalmente se encuentra, es capaz
de organizar y coordinar la formacion de ambos patrones corporales, el A-P y el D-V
(Kintner and Dodd, 1991, Slack, et al, 1992). Posteriormente a que se define la posicién
de esta region organizadora en el embrién temprano, se establece el patrén A-P y se
genera el neuroepitelio que originara el Sistema Nervioso (SN) (Figura 1a). Durante la
gastrulacién, el ectodermo presente a lo largo de la linea media dorsal del embriéon va
adquiriendo la identidad de la placa neural, que se caracteriza por patrones de expresién
especificos en el estadio de neurula, que establecen los ejes que regiran el desarrollo
futuro del tejido neural (Doniach, et al, 1992; Ruiz i Altaba, 1992; Slack, and Tannahill,
1992). El primer patrén que se establece controla la diferenciacion a lo largo del eje
antero-posterior. Esto es mediado por la expresion diferencial de genes que codifican
para factores transcripcionales (i.e. Bf7, Otx2, En-1, Hox) que participan en la
adquisicion de la identidad posicional de las células en este eje (revisado por Tanabe and

Jessell, 1996). El segundo patrén controla el desarrollo de la placa neural a lo largo del



eje medio-lateral (M-L), que mas tarde sera el eje dorso-ventral del tubo neural y en el
que distintos factores transcripcionales identifican zonas de precursores comprometidos
(revisado por Graham, 1997) La placa neural al ser especificada con la informacion de
ambos- ejes---dara: origen -a-distintos- tipos celulares que eventualmente producirdn
diferentes neuronas .y celulas gliales ocupando posicnones Unicas (Briscoe et al., 2000).

El patron ln|C|al a Io Iargo del eje M- Len el ectodermo dorsal, como también pasa con el
eje A-P, ocurre aun antes que se haya fusionado la placa neural. En el momento en el que
se forma~el—tub9~neural; las-células: qugi—serr.~encuentran en la parte media de la placa
neuraAlm'as'jur‘n:'é?n fdehfidéde’é véht'ra"le's‘f dando origen primero a la placa del piso y
postenormente a dlferentes tipos de neuronas ventrales como las motoneuronas en la
region ventrolateral y Ias /nterneuronas ventrales (V2,V1) en una region mas dorsal
(Figuraib). Al mismo tiempo las células ubicadas mas lateralmente pasan a formar parte
de las estructuras dorsales del tubo neural y se convierten en células de la placa del
techo y neuronas dorsales. Las senales inductivas que establecen la identidad y la
localizacion de estos tipos celulares en el eje D-V provienen de grupos celulares no
neurales; medialmente de la notocorda vy el tejido mesodérmico paraxial, y lateralmente
del ectodermo epidermal que delimita la placa neural (revisado por Graham, 1997). La
relevancia funcional de la notocorda‘ eﬁ estos procesos se ha demostrado al
transplantarla en la parte dorsal del tubo neural donde induce de manera ectopica placa
del piso y motoneuronas (tipo celular caracteristico de la regién ventral) (Plackzec et al.,
1990). Ademas, cuando la notocorda se elimina por completo la placa del piso no se
desarroila y el tejido dorsal se extiende hasta invadir completamente la region ventral
(van Straaten and Hekking, 1991; Yamada et al., 1991). Estos hechos demuestran el

efecto ventralizante de la notocorda.
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Fig.1 Desarrollo del Sistema Nervioso Central A. El patréon D-V se forma después de la
induccién neural, al momento de la invaginacidn del tubo neural. El patrédn A-P se establece mas
temprano en el desarrollo que el D-V, pero morfolégicamente, las regiones que daran origen a las
diferentes estructuras presentes en el SNC adulto se hacen evidentes de manera posterior.
Después estas regiones sufren proliferacion y diferenciacion generando, finalmente, los estados
celulares terminales que conforman el SNC. B. Shh es el factor morfogenético involucrado en la
generacion de los fenotipos celulares ventrales en el tubo neural. El Shh secretado a partir de la
notocorda (not)establece dominios de células progenitoras que expresan proteinas con
homoeodominio caracteristicas. Esto lo hace reprimiendo la expresion de los genes de clase |
(Pax6, Irx3 y Dbx1/2) e induciendo a los de clase Il (Nkx2.2 y Nkx6.1). Los dominios de expresién
de Pax6 y Nkx2.2 que son mutuamente excluyentes se representan del lado izquierdo de la zona
ventricular. Los pequefios 6valos representan cinco clases de neuronas que se originan en la
médula espinal dorsal e indican la expresion de los genes que especifican cada subtipo neuronal.
De ventral a dorsal los tipos neuronales se conocen como V3 (Sim1), MN (Isl1), V2 (Chx10), V1
(En1) y VO (Evx1). MN, motoneuronas, V0-V3, interneuronas. Tomado de Bovolenta and Marti,

2002.



Se han identificado dos tlpos de senales provenlentes de Ia notocorda Una de

corta distancia, originaimente caractenzada como depend/ente de contacto, que es Ia,

que induce la diferenciacién de-la placa del plS ) 'en, Ias :j,elulas de la- I(nea medla de-la=

placa neural, proceso asociado a la: expresnén‘del f "tor nuclear de hepatocnos 3- beta'

(Hnf3-B) (Roelink, et al, 1995). Y otra, de /arga

ja, que. |nduce la diferenciacion- de
las motoneuronas en la regién ventral de Ia medula espmal (Roellnk et al, 1995) Una
vez generada la placa del piso; si se transplanta fde manera ‘ectoépica, ‘es’ capaz de
producir los dos tipos de sefiales por si mlsma (Placzek et al,, 1993). Se ha demostrado
que los efectos ventralizantes de la notocorda, y los de la placa del piso, estén mediados
por la molécuia secretable Shh (Echelard et al., 1993; Roelink et al.,, 1994). Shh se
expresa inicialmente en la notocorda, y posteriormente en la placa del piso, (Roelink et
al., 1995); ademas, cuando se expresa, o se colocan esferas impregnadas con la proteina
en la parte dorsal del tubo neural se induce la expresion ectdpica de marcadores de la
placa del piso o motoneuronas (Roelink et al. 1995; Marti and Mc. Mahon, 1995). La
expresion localizada y la difusién limitada Shh es determinante para crear un gradiente
que actuando como morfégeno, induce diferentes fenotipos ventrales a diferentes
umbrales. De mayor a menor concentracién se favorece la diferenciacion de la placa del
piso, interneuronas V3, motoneuronas e Interneuronas V1-2 (Johnson and Tabin, 1995;
Roelink et al., 1995). Durante el proceso de adquisicion de la identidad ventral Shh
regula la expresion de algunos genes de la familia Pax, factores transcripcionales que
contienen homeodominio (revisado por Gruss and Walter, 1992; Masouri et al., 1996).
Durante el desarrollo del sistema nervioso, la expresion de los genes Pax3, Pax6 y Pax7
es finamente regulada lo que permite identificar claramente diferentes dominios en él. En
un inicio Pax3 y Pax7 se expresan en toda la placa neural a nivel caudal. En el momento
en el que los pliegues del tubo neural comienzan a formarse, la expresion de Pax3 y Pax7
se limita a regiones mas dorsales mientras que Pax6 comienza a expresarse en
posiciones medio-laterales exceptuando la linea media (a los 10dpc.) (Goulding et al.,
1993). Después del cierre del tubo neural, la expresidon de Pax3 y Pax7 se restringe
completamente a la mitad dorsal del tubo neural y Pax6 conserva una expresiéon mas
ventral (Goulding et al.,, 1993; Liem et al., 1995). La represion ventral de Pax3 y Pax7

estd mediada por el Shh proveniente de la notocorda y parece ser un requisito para la



generacion de los fenotipos celulares ventrales, Esto correlaciona en experimentos donde
al transplantar la notocorda a regiones dorsales del tubo neural, se inhibe la expresién de
Pax3 y Pax7 previo a la generacién de los fenbtipos vehtrales (Goulding et al., 1993). De
manera simultdnea a la restriccion de la-expresion de los genes Pax3 y Pax7 a la region
dorsal, las células de la linea media ventral del tubo comienzan a expresar Hnf3-B, FP3 y
FP4 (Roelink et al., 1994). Una vez que estas células ventrales adquieren el fenotipo de
la placa del piso comienzan a secretar Shh y a inducir la expresiéon de las moléculas
involucradas en su cascada de transduccion de sefiales como”Patched-1 (Ptc-1)
(Goodrich et al., 1996), y Glit en las células adyacentes (Lee et al,'1997, 1998; Hynes
et al, 1997). En la region ventro-lateral adyacente a la placa del piéd se generan las
motoneuronas (en la médula), o neuronas ventrales caracteristicas en el cerebro medio y
anterior, y en una posicién mas lateral las tres subpoblaciones de interneuronas inducidas
por Shh (Ericson et al, 1997; Hargrave et al.,, 2000). La diferenciacion de estos
fenotipos se genera por un e’fecto mqrfogénico de Shh (Figura 1b). Un ejemplo muy
claro de este mecanismo es el hecho de que para la generacidon de las células de la placa
del piso se requiere una;v(c':‘bri_‘cy;refljtracién 2 6 3 veces .mayor que la necesaria para la
formacion de motonéuronés (Encsonet al., 1996; Roelink et al., 1995). Por lo tanto
pequefios cambios en7«~vilé;,¢6nfégh'tracién de Shh pueden desencadenar la generacion de
distintos tipos celuiares'.’én: l'a'pfarte dorsal del tubo neural, sefales provenientes de la
epidermis determinénrlos destinos celulares dorsales (Liem et al,, 1995). Los mediadores
de esta sefal ectodérmica son las proteinas morfogenéticas de hueso (BMPs),
pertenecientes a la familia de los factores de crecimiento transformantes beta (TGFp).
De manera andloga a la forma como actua Shh en e! tubo neural ventral, diferentes
concentraciones de BMPs pueden inducir diferentes tipos celulares dorsales (Liem et al,
1997). Cuando se realizan co-cultivos de placa neural con explantes de epidermis se
generan células dorsales (como células de la placa del techo y células de la cresta)
siendo que estos tipos celulares no se encuentran presentes en ninguno de los dos
explantes cultivados por separado (Dickinson et al.,, 1995; Selleck and Bronner-Fraser,
1995). En el momento en el que a estos co-cultivos se les agregan antagonistas de los
BMPs como Noggin o Folistatina, la expresiéon de los marcadores dorsales se inhibe (Liem
et al, 1997). A su vez, los BMPs que se expresan en la epidermis en los estadios en los

que el tubo neural todavia no se cierra, como BMP4 y BMP7, inducen la expresién de



marcadores de la cresta neural ademas de otros marcadores dorsales (Liem et al,
1995). En estos experimentos se mostré también que los BMPs son capaces de actuar
como morfogenos, activando a distintas concentraciones |a expresion diferencial de
ciertos—genes (Timmer et al., 2002). De manera reciente se encontré que los BMPs:
regulan directamente la expresién de genes que dan identidad regional al tubo neural, asi
como la de aquellos que dividen dichas regiones en poblacnones celulares més ‘discretas.
Ejemplos de estos son aquellos que generan proteinas de la fam|l|a bHLH (Cath1) y

proteinas con homeodominio (Pax, Msx1 y Dbx2) (Timmer et al" 2002) En un |n|C|o los

BMPs redefinen el area de expresiéon de los genes Pax en partlcular ‘,Ia de Pax7 y Pax6 Por
lo tanto, el establecimiento de los limites de expresién de la’ mayorfa de los genes Pax
esta dado por una accién combinada de las sefiales dorsales y ventrales representadas
por los BMPs y Shh respectivamente. De esta manera las sefiales morfogenéticas
secretadas a partir de dos centros organizadores opuestos contribuyen a determinar

finamente la diferenciacién terminal en el SNC en desarrollo (figura 2).

P
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Fig. 2 Sefales dorsales y ventrales. A. Durante la formacion del tubo neural las sefales
dorsalizantes provienen del ectodermo epidermal que inicialmente delimita a la placa neural,
mientras que las ventralizantes son secretadas por la notocorda y posteriormente también por la
placa del piso (tejido ectodérmico que se encuentra sobre la notocorda). B. Una vez cerrado el
tubo neural, las sefales dorsales se siguen expresando en el ectodermo dorsal que permanece en
contacto con el tubo neural, y ahora también en las células de la placa del techo (tejido dorsal del
tubo neural resaltado en el panel B). Las flechas provenientes de los centros sefalizadores indican
que ambas sefales eventualmente se cruzan en forma de gradiente generando de esta manera la
diversidad celular presente en el eje D-V del tubo neural. (tomada de Wolper, L. ed. Oxford).



Participacién de Sonic. Hedgehog durante el desarrollo del SNC

La pakrtiéipa'é'iréh'r cieTShbll:l ‘Verh:\élf 'é,s‘é:h{o‘llov 'dél,Sistema Nervioso Central (SNC) se extiende a

todo-lo Iargodél eje A- 'elsvlu’t\ijo neural durante diferentes estadios. Como ya se

menciond anteriormente,. su 1é¥'présién se localiza inicialmente en la notocorda y después
en la regién ventral deltubo :ﬁédral. Finalmente es ahi donde es responsable de la
diferenciacion temprana de la placa del piso y posteriormente de fenotipos neuronales
ventrales. . :
El efecto ventralizante d'e' Shh se describié inici

donde es el responsable de la diferenciacion de los tres tipos celulares ventrales ya
mencionados (placa del piso, motoheuro’nés e interneuronas ventrales) (Placzek et al.,
1980, 1991; van Straaten et al., 1988; Yamada et al.,, 1991, 1993; Marti et al., 1995).
De manera interesante efectos ventralizantes de este factor se han descrito en otras
regiones. En el cerebro medio, experimentos ‘in vivo" o ‘in vitro’ han demostrado.que
Shh también participa en generar la diversidad neuronal en la regién ventral, que incluye
la aparicion de neuronas dopaminérgicas (Hynes et al.,, 1995a; Wang et al.,, 1995).
Ademas cuando se utilizan explantes del romboencéfalo rostral ventral Shh induce la
diferenciacién de neuronas serotoninérgicas (Yamada et al., 1991). Es importante
comentar que en estas dos Ultimas regiones es donde se encuentran enriquecidas de
manera natural estas poblaciones neuronales ‘in vivo’. Asi mismo en los explantes del
mesencéfalo Shh induce un incremento en el area de expresién de Hnf3B (Hynes et al.,
1995b). Finalmente se ha descrito que Shh induce diferenciacion neuronal ventral en
tejido proveniente de regiones del cerebro anterior como el telencéfalo y diencéfalo. En
estos sitios se provoca un aumento de las poblaciones celulares ventrales presentes en
esas regiones ‘in vivo’. En explantes de la region basal del telencéfalo se favorecen
células que expresan Isl1 pero no SC1 y Lim1, mientras que en los del diencéfalo se
inducen células inmunopositivas para Isl1 y Lim1 pero no para SC1 (Ericson et al.,
1995). Adicionalmente a los efectos de Shh como inductor de diferenciacién neuronal,
se le atribuye la generacién de oligodendrocitos (Pringle et al.,, 1996; Poncet et al.,
1996), que es otro linaje celular presente en el SNC cuyo sitio de origen en la médula
espinal esta en una zona adyacente a la placa del piso (Noll and Miller, 1993; Yu et al,
1994).
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Las evidencias anteriores indican que e} espectro-de participacion de Shh en el
SNC es amplio, caracterizdndose por ser un 'factof;yen‘tjraliizfante,':. - Pero dado que-el
fenotipo neural inducido por Shh varia de aéue'rdo:'a:\"'/lé reglonventral del tubo neurél,:el
repertorio de destinos que puede asumir: un';p'rougve'hito‘r}ehﬁ‘réspuesta a*Shhparece"
depender de moléculas adicionales presentes a lo largbjdél ejé A-P. Apoyando ésta idea,
se demostré que el Shh secretado por la notocorda junto 'éon el factor de crecimiento de
fibroblastos-8 (FGF8) producido localmente en la frontera entre el cerebro medio y el
cerebro anterior -inducen-la-diferenciacion de neuronas dopaminérgicas. Mientras que‘en
donde hay una inters'ecc}ién ‘dé la expresién de Shh con la del factor de crecimien'to, de
fibroblastos-4 (FGF4), sé generan neuronas serotoninérgicas (Ye et al., 1998). F’Q‘r otro
tado, se ha descrito que Shh actta en combinacién con Neurotrofina 3 (NT3) para’iridu’cir"k
la expresion del marcador de motoneuronas Isl-1 en cultivos de baja dﬁe‘hs‘idad :dé
precursores de médula espinal. Ademas cuando se utiliza un anticuerpo vnedt'rabliéahte
para NT3 la induccién de Isl-1 en explantes mediada por Shh se bloquea (Dutton, Heit yél, 1
1999). Con anterioridad se habia mostrado que NT3 se expresa en la regiéh( de
diferenciacion de las motoneuronas (Zhou, X., and Rush, R., 1994) y que éstas se
pierden en ratones nulos para NT3 (Kucera, J., et al, 1995). Estos datos indican que
existe una cooperacién de Shh con NT3 para la diferenciacién de las motoneuronas en la
médula espinal. Actualmente existen evidencias ‘in vitro’ de la accién sinérgica de Shh
con otros factores de crecimiento durante la generacién de fenotipos celulares ventrales,
como en el reporle de Lee y colaboradores, que lograron inducir ia produccion de
neuronas dopaminérgicas y serotoninérgicas a partir de células troncales embrionarias
utilizando la combinacion de Shh y FGF8 (Lee et al.,, 2000). Estas evidencias apoyan la
idea de que durante la diferenciacion del SNC es necesaria la convergencia de diversas
sefales para dar origen a tipos celulares caracteristicos de cada region.

Ademas de su participacion en el establecimiento de patrones de desarrolio y
diferenciacion neural en el SNC, cada vez mas estudios han implicado a Shh en eventos
de proliferacion de células precursoras neurales (Rowitch et al., 1999). En el cerebelo se
ha demostrado que incrementa la proliferacion del precursor de las células granulares
durante la embriogénesis tardia (dia 10-12 en pollo 6 E18 en ratén) (Dahmane and Ruiz i
Altaba, 1999; Wallace, 1999; Wechsler-Reya and Scott, 1999). De igual manera se

regula positivamente la proliferacion de células precursoras del hipocampo en el cerebro
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aduito (Lai et al., 2003). Shh también regula el crecimiento embrionario ‘del cerebro

dorsal a nivel del diencéfalo y mesencéfalo a los 9.v5'dpc en _'evl réténf(lshibashi and

McMahon, 2002). Previamente se habian encontrado‘lr‘rr'n‘qtgéycigwne‘s én hyr;m;inos de

componentes de [a via de sefalizaciéon por Shh que Vcl»érsernc‘:édenvébénfla generaqfén de
tumores y cancer. Estas evidencias ya daban indiciés'de‘ una c’:orrelac‘io',n entre la

senalizacién por Shh y la proliferacion celular. Por 'ejém'p|6,~ VmUt,acIones que inactivan :
Patched (Ptc) se han encontrado en algunos meduloblastomas  (Raffel et al, 1997) y:
carcinomas de células basales. Otro dato a favor se obtuvo cuando se analizaron ratones™
heterdcigos para mutaciones de Patched en los que los genes blanco de Shh estén .
sobreexpresados, lo cual promueve el desarrollo de tumores cerebelares (Goodrich et al .
1997). Por otro lado se han observado efectos mitogénicos de Shh en diversos teudos
durante el desarrollo del ratén como el pulmén y la retina (Bellusci et al., 1997; Jens’é'n‘ '
and Wallace, 1997), en el misculo esquelético de la extremidad del pollo (Duprez et al,
1998) y en las células somaticas del ovario en Drosophila (Forbes et al., 1996). -Ademas
la expresion ectopica de Shh (Echelard et al., 1993), el efector positivo Gli1 (Hynes et
al 1997) o genes que activan los blancos de Shh, resulta en hiperplasia del SNC
embrionario. Finalmente, se ha descrito que Shh participa como factor de sobrevivencia
de las células de la cresta neural (Ahlgren and Bronner-Fraser, 1999), durante las etapas
tempranas del desarrollo del sistema nervioso central a nivel de la médula espinal
(Charrier et al., 2001) y como regulador de muerte celular programada durante el

desarrollo normal del sistema nervioso (revisado por Oppenheim et al.,, 1999).

Biologia de Sonic Hedgehog

Como se menciond en un inicio, Hedgehog fue descrita originalmente en Drosophila en
donde se caracterizaron sus efectos a corta distancia como el establecimiento de la
polaridad de los segmentos en embriones tempranos, y a larga distancia en el
establecimiento del patron de los discos imagales (Li et al, 1995 y revisado por
Hammerschmidt et al, 1997). En mamiferos se han identificado 3 homdlogos: Desert
Hedgehog (Dhh), que se expresa principalmente en las células de Sértoli del testiculo
(Bitgood et al., 1996), Indian Hedgehog (lhh), que esta involucrado en el desarrollo de
los condrocitos (Vortkamp et al., 1996) y Sonic Hedgehog (Shh) que tiene una
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expresion mas generalizada (revisado por Ekker et al, 1995, Hammerschmidt, 1997), es
el tnico involucrado en el desarrollo del SNC en su etapa embrionaria y el que nos ocupa

en este trabajo.

Las proteinas pertenecientes a la familia de Hedgehog son 'codificéda‘s‘ porrgenés ,

independientes, los cuales codifican para un precursor protéico, que posee un. peptldo

sefial, una regién N-terminal altamente conservada (90% entre Shh e th

Shh y Dhh y un dominio C-terminal mas divergente (Echelard et al., 1993) unque sélo

aigunos miembros de la familia en vertebrados, como Shh de ratén y de pez cebra se

han estudiado rigurosamente, es muy probable que todos los Hedegehog bioldgicamente
activos se formen de una proteina precursora mas grande (Lai et al, 1995), como
sucede con Hedgehog en Drosophila (Porter et al.,, 1995). De manera adicional al corte
del péptido sefial, encargado de localizar a la proteina en el reticulo endoplasmico para
su secrecion, la molécula precursora de Hedgehog sufre un corte autocatalitico que
depende de una actividad presente en su regién c-terminal (Lee et al., 1994; Porter et
al., 1995). Este autocorte genera un péptido N,-terminal de 19kDa y uno C-terminal de
26 a 28kDa, de los cuales, el fragmento N-termihal«pérmanece asociado a la superficie
de las células que lo sintetizan, mientras que eI C terminal difunde libremente. El corte
autocatalitico del precursor de Shh se- da por Ia formacién de un tioester interno
intermediario que después es cortado grac‘:l,as a una sustitucion nucleofilica catalizada por
una molécula de colesterol en la mem gha;‘i‘qitoplésmica. Dicha molécula se une
covalentemente al extremo C-termihalhdél 'p'éb'ti'do N-terminal favoreciendo su anclaje a
la membrana celular (Porter et a!;‘,; 1996)} y ayudando a controlar la secrecion de Ia
proteina (Burke et al.,, 1999). Adicionalmente se demostré que en algunos sistemas el
péptido NH2+ posee una molécula de palmitato en un residuo de cisteina bastante
conservado en su extremo NH2+ que juega un papel critico potenciando la actividad de
la proteina (Porter et al., 1996; Pepinsky et al., 1998; Chamoun et al.,, 2001; Kohtz et
al.,2001). Cuando se evallia su actividad en un ensayo celular basado en la diferenciacion
de osteoblastos (Kinto et al., 1997), esta modificacion le da 30 veces mas potencia que
el péptido recombinante sin modificaciones post-traduccionales (Pepinsky et al., 1998).
Se esperaria que ambas modificaciones lipidicas provocaran principalmente Ila
permanencia de Shh en la superficie de las células que lo producen, sin embargo el

péptido N-terminal puede difundir en el medio extracelular y generar respuestas en

0% ¢ entre ,

!
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células alejadas de la célula productora. Cabe mencionar aqui, que es ésta la.molécula
responsable de todos los efectos biolégicos conocidos de Shh ya sea‘los dé corta_o larga
distancia (Fan et al, 1995; Fietz et al, 1995); como la diferenqi'ac:iérh"’c:i'e Vrlérs“rcélulés derla
placa del piso y la de las motoneuronas, respectivamente- (Lalkei al;” 1995;~Marti et “al;
1995; Porter et al, 1995; Roelink et al, 1995). Hasta el momento no se ha relacionado
ninguna actividad al extremo carboxilo. La manera de llevar a cabo los efectos a larga
distancia no se han podido explicar, sin embargo se postula que ambas modificaciones
lipidicas pudieran estar jugando un papel importante en el transporte extracelular de Shh
promoviendo la formacién de micelas hidrosolubles (Zeng et al.,, 2001). Ademas existen
datos experimentales que permiten postular moléculas adicionales participantes. En
Drosophila se identific6 un gen ilamado tout-velu que codifica para una enzima
involucrada en la biosintesis de proteoglicanos que se necesita para el movimiento de
Hedgehog modificado por el colesterol (The et al.,, 1999), esto sugiere un papel
importante de los proteoglicanos en el transito intercelular de Hedgehog modificado.
Otro mecanismo que podria participar en el transito extracelular de Hh es la observacién
de prolongaciones celulares citoplasmdticas Hamadas citonemas. Estas estructuras se
generan en las células productoras de Shh y alcanzan la totalidad del area de influencia
de Hh. Se propone que estos citonemas pudieran jugar un papel importante mediando el
transporte de Hh para su accién a larga distancia (Ramirez-Weber and Kornberg, 1999).
Si esto es posible, la habilidad de Hh de unirse a la membrana por medio del colesterol
podria ser critica para el transporte mediado por citonemas (comentado por McMahon,
2000). o

Via de senalizacion por Sonic Hedgehog

Por estudios genéticos realizados en Drosophila Melanogaster se han identificado 2
proteinas transmembranales: Patched (Ptc) (Nakano et al., 1989; Hooper et al., 1989) y
Smoothened (Smo) (van den Heuvel et al., 1996) como elementos importantes en la
recepcion y la transduccion de la sefial por Hh y que se proponen como sus receptores.
Ptc es una proteina de 12 fragmentos transmembranales cuya estructura se
asemeja a un canal idnico. Analisis genéticos en Drosophila indican que Ptc es un

regulador negativo de la cascada que limita la difusion de la sefal al interferir con la
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induccién de los genes bIancos de Hh {(Chen et al., 1996). En vertebrados se han
identificado  dos homologos a patched Ptc1 (Goodrich ‘et al,, 1996) y Ptc2 (Motoyama

et al., 1998). Utilizando ensayos bioquimrcos se' 7emostro que Ias constantes de afinidad

Ptc2:son muy srmllares (Carpenter et al -1998;-

de los tres-Hh: de mamiferos "g o' - Ptc1

Marigo et al.; 1996a) sm embargo expresloh de Ptcz se asocra a la celula que,

transmite Ia senal prrncrpalmente en espermatocno arpenter et ‘al; 1998) se» postula

que pudieran estar mediando senales drferentes Ptc1 alv igual que eI Ptc de Drosophlla,
se -regula- posmvamente en respuesta a Hh como parte de un” mecanlsmo “de
retroalrmentacuon negativa que restringe espacio- temporalmente la sedal de Hh. En un
inicio, su induccién, se consideré como un marcador de la activacién de la cascada sélo
en Drosophila, pero actualmente se ha descrito que este comportamiento se conserva en
vertebrados (Goodrich et al, 1996 vy revisado por Goodrich et al.,, 1998).

Smo es una proteina de 7 fragmentos transmembranales que se identific6 como
un regulador positivo de la cascada. Esta molécula tiene la estructura general de’ los
receptores acoplados a proteinas Gy tiene sitios probables de fosforilaciéon por proteina
cinasa A (PKA) en su extremo carboxilo (van den Heuvel et al.,, 1996). Smo no se une a
Shh ni tampoco participa en la unién de Shh a Ptc, dado que se ha visto que esta
interaccion puede ocurrir en ausencia de Smo (Chen et al., 1996). Ademads esta molécula
se expresa constitutivamente en ausencia de Ptc. La sobre-expresién de Smo en una
linea celular que responde a Shh que posee niveles muy bajos de expresion de Ptc
(C3H10T1/2) es suficiente para inducir la respuesta celular tipica de Shh en ausencia del
factor. Cuando se cotransfecta con Ptc1 en este mismo sistema, se reprime la actividad
de Smo, mientras que si se agrega N-Shh recombinante al cultivo, se elimina la represion
de Smo causada por Ptct1. Cuando se cotransfectan Ptc1 y Smo en células de mamifero
forman un complejo, lo que sugiere que in vivo también puede existir una interaccion
fisica entre ambas proteinas (Stone et al.,, 1996). Con base en las evidencias anteriores
se propone entonces que Smo participa como el transductor en la respuesta celular
mediada por Shh. En este modelo se propone que gracias a la uniéon de Shh a su
receptor Ptc, cuya funcién principal es inhibir la sefal mediada por Smo, se favorece la
activacion de Smo permitiendo la transduccion de la sefial inducida por Shh (Stone et al.,
1996).
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En Drosophila 'melanogaster se - han encontrado moléculas adicionales

Intracelulares que juegan un papel muy |mportante en la transduccién de la sefal a partir

de Smo Exnste un complejoﬂnrwultlproteico de alto: peso molecular integrado por Costal2

(CosZ), Fused (Fu) Supresor.-de: Fused (Su[Fu]) y Cubltus Interruptus (Ci)- asociado a

mlcrotubulos Cosz codifica araruna proteina parecida a las kinesinas (Robbins, D.J., et
1997 Slsson JC e'
1990); Su(Fu) es una protelna adaptadora que une Fuy Ci (Monier, V., et al., 1998),

v ‘1997) Fu es una serin-treonin cinasa (Préat, T., et al,
mientras' que Ci es un ‘factor~transcripcional de la familia de dedos de Zinc. Ot_'ré:s
proteinas involucradas en la cascada de sefalizacion son: Supernumerary limbs (Slmb);
(Jiang, J., and Struhl, G., 1998) y la proteina cinasa A (pKA) (Jiang, J., and Stfuhl, G,
1995; Li, W., et al.,, 1995). En ausencia de Hh el complejo se encuentra unld‘o', ;\a"‘;lo"s'v
microtubulos, lo cual permite la fosforilacion de Ci por la pKA. Ci fosforiladé.;, es
transportado al proteosoma a través de Simb, en donde se procesa dando lugar a-un
fragmento amino denominado Ci75. Ci75_ acu'{a : 3:'.5,"’ vez como un represor
transcripcional de los genes blanco de Hh en"él ndclé'o‘ én presencia de Hh, a través de
un mecanismo aun desconocido, se hlperfosforlla Fu y Cos2 lo que permite la liberacion
del complejo de los microtGbulos, evitandose. asf Ia proteollsus de Ci, y estabilizandose la
forma completa de Ci (Ci155). Una vez que se transloca al nucleo, ahora su actividad
principal es la de un activador transcripcional. Algunos de los factores homdlogos a Fu,
Su(fu) y Cos2 ya se han identificado en vertebrados y se postula que podrian tener
actividades equivalentes. En vertebrados se han aislado moléculas homdlogas a Ci de
Drosophila lamadas Glis, que representan los principales mediadores transcripcionales de
la cascada de Shh. Estas moléculas tienen un alto grado de homologia en su secuencia
aminoacidica (Hui C. Et al, 1994), lo que ha permitido agruparlas en una nueva familia de
factores transcripcionales que poseen como caracteristica comun cinco motivos de
“dedos de zinc" en su dominio de unién al DNA. Los miembros de la familia Ci/Gli se
unen a una secuencia consenso de 9 pares de bases localizada en la region promotora
de varios de los genes blanco de Hh, (como Hnf3-B, ptc y wg en Drosophila) que permite
regular positivamente su transcripcion (Alexandre

et al.,, 1996; Sasaki et al., 1997 (Figura 3).
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Fig. 3 Transduccion de Hh en Drosophila. (izq.) En ausencia de Hh, Ptc interactia con el
transductor transmembranal Smo previniendo la activacién de los genes blancos de Hh. Por otro
lado, el factor transcripcional Ci (ci-155Kd) forma un complejo unido a los microtubulos con Cos-2,
Fu y Su(Fu), y es convertido en su forma represora (ci-75Kd) al ser fosforilado por la PKA. Gracias
a que Simb dirige a Ci al proteosoma, se genera Ci-75 que se transloca al nucleo y reprime los
genes blanco de Hh. (der.) Cuando Hh se une a Ptc, se transduce la sefial por medio de Smo. De
esta manera Hh induce la hiperfosforilacion de Cos-2 y Fu, promueve la disociacion del complejo
Cos-2/Fu/Su(fu)/ci-155 de los microtubulos y por lo tanto inhibe la protedlisis de Ci. Ci-155 se
convierte en un activador transcripcional e induce la transcripcion de los genes blanco de Hh
(Tomado de Nybakken, K. and Perrimon, N.).

Si bien existen similitudes entre la proteina Ci de Drosophila y las proteinas Glis
de vertebrados también hay diferencias importantes, quizas el hecho mas notable es
que se han identificado tres Glis distintos en vertebrados, Gli1 (Kinzler and Vogelstein,
1990), Gli2 (Ruppert et al, 1990) vy Gli3 (Hui et al, 1994) siendo que en Drosophila
existe unicamente Ci. A las diferentes variantes de Glis se les han atribuido distintas
funciones que en algunos casos parecen complementarias. En un inicio Gli1 se
consideraba el principal mediador de {a sefal por Shh. En diversos sistemas

experimentales basta la sobre-expresion de Gli1 para inducir la respuesta celular
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esperada en presencia de Shh. Por ejemplo, en tejido neural se induce la expresién de
marcadores ventrales neurales atribuidos a Shh como-Ptc, Hnf3-B y Shh mismo, al mismo
tiempo que suprime marcadores dorsales como Pax 3 (Hynes M., et al, 1997; Ruiz i

Altaba, 1998; 1999).- De’ manera dlstinta a- Io que sucede con Ci en Drosophlla. “la '

expresion de Gli1 es regulada transcnpcnonalmente de manera positiva por Shh (Marlgo_'

et al.,, 1996b; Ruiz'i Altaba 1998) y la protefna resultante actua como un potente

activador de los genes’ blanco de Shh como  Hnf3- -8, Pte, Shh |ncluyendo al mlsmo Glit

(Hynes-M:; et aly 1997 RUIZ|AItaba, 1998, 1999; Sasaki et al, 1997)." Se ha hcontrado

que Gli2 es un activador déb|| de los genes blanco de Shh (Sasaki el al., 1,999) y también
es regulado transcripcionalmente de manera positiva por éste (sz_,i AIfaba, 1998,
1999; von Mering, 1999). Recientemente se ha encontrado que Gli2 y'GIi'S, ‘a semejanza
de Ci, son procesados post-traduccionalmente desenmascarando funciones represoras y
activadoras “in vivo’. Cuando Gli2 es cortado en su extremo amino terminal se convierte
en un activador muy potente capaz de inducir {a expresion de genes blanco de Shh como
Hnf3-B, con la consecuente induccién de la placa del piso en el tubo neural (Sasaki, et al,
1999), mientras que si se corta en su extremo carboxilo el resultado-es un fuerte
represor que inhibe la formacién de dicha estructura (Ruiz i Altaba, 1999; Sasaki, et al,
1999). Gli3, a diferencia de Gli1y Gli2, no se induce transcripcionalmente por Shh,
ademas entre ellos se presenta un mecanismo de represion transcripcional mutua
(Marigo et al., 1996b; Ruiz i Altaba, 1998; von Mering, C., 1999). La naturaleza de la
proteina completa generada a partir del gen de Gli3 es la de un represor (Ruiz i Aitaba,
1998, 1999). Esta proteina es la mas parecida en secuencia y comportamiento a Ci de
Drosophila 'y como ésta, es procesada para generar un represor muy potente en
ausencia de Shh (Sasaki H., et al, 1999; Wang B., et al, 2000). Estos datos apoyan la
idea de la existencia de una forma activadora de Gli3, que en ausencia de la seial de Shh,
es procesada dando origen al represor que a su vez impide la expresion del Gli1 activador
y por lo tanto de los genes blancos de Shh (Dai, et al, 1999, Sasaki H., et al, 1999). En
sistemas como en embriones de rana y células COS-7 los tres Glis producen formas C-
terminales truncadas (Ruiz i Altaba, 1999), ademas de que Gli2 y Gli3 sufren protedlisis
cuando son expresadas en Drosophila (Aza-Blanc et al.,2000) dando evidencias a favor
de un modelo que postula que los Glis pudieran tener funciones activadoras o represoras

dependiendo del entorno donde se encuentren las células que responden a Shh.
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La expresion de los genes Glis en diferentes tejidos embrionarios en desarrollo
(como las extremidades y el sistena nervioso del ratén, asi como durante el desarrollo
temprano de Drosophila) parece seguir reglas similares. Una vez que se éétabléce: un'ab
fuente de produccion de Shh, la expresion de Gli1 se limita a las zonas adyacentes. Esto
es consistente con la funcién de Gli1 como mediador transcripcional de la senal de Shh
Por otro lado, los transcritos de GIli3 se encuentran en células sntuadas en eI Iado,

opuesto al centro sefalizador que secreta Shh, sugiriendo que su’ funcnon es

principaimente -la. de contrarrestar esta sefial y limitar su rango-de accién; ademas de quef i

pudiera estar involucrado en otras vias de sefalizacién independientes de Shh La
expresion de Gli2 estd mas difundida, en principio es similar a la de GIi3. pero exnstven
algunas regiones en donde se sobrelapa con la de Gli1. Dado lo anterior se considera qué
los genes Gili subdividen el tejido en diferentes dominios (revisado por Thell, et al.,
1999).

Ratones mutantes que no poseen alelos funcionales de Gli1 son completamente
viables y no poseen defectos obvios, lo que sugiere que este pudiera ser dispensable en
la generacion de la respuesta a Shh ademas de indicar que alguno de los otros Glis podria
juegar un papel redundante. Los ratones que carecen de ambos alelos de Gli2 mueren al
nacer, no desarrolian la placa del piso, pero si poseen motoneuronas (Matise et al.,, 1998;
Ding et al., 1998), sugiriendo que Gli2 esta implicado en la transducciéon de la sefal de
Shh sdélo en donde éste actua a concentraciones altas, es decir, en la placa del piso y no
en la region ventro-lateral del tubo neural en donde se generan las neuronas motoras.
Los embriones Gli2-/- de manera similar al ratédn mutante extra toes, que tiene una
delecion en el extremo 3° del gen Gli3, presentan danos esqueléticos severos (Mo et al,,
1997). Estos datos demuestran su participacion durante los procesos de desarrollo en
éstas estructuras en donde probablemente actian de manera sinérgica. Gli2 es un
activador aunque mas débil de la cascada de senalizacién de Shh, ademas de ser
regulado transcripcionalmente de manera positiva en presencia de Shh, contrariamente a
lo que sucede con Gli3 que es inhibido por éste y constituye un potente represor de la

cascada.



Precursores neurales

Las -células que -constituyen-el-SNC surQen de - células precursoras neuralés (CPN)
originadas a lo largo del eje anteroposterior del embrién que constituye el heuroepitelio.
Actualmente se postula que estos precursores pudieran ser capaces de generarr todos
los tipos celulares del SNC (McKay, 1997). Estas CPN proliferan y se determinan,
restringiendo asi su potencial hacia el linaje glial o neuronal durante su desarrollo (Gage
et al, 1995). En el proceso de determinacién se generan células precursoras mas
avanzadas en el desarrollo pero todavia intermedias en el proceso de diferenciacion
terminal y por lo tanto pluripotentes capaces de generar ambos linajes neurales. Se ha
observado que células precursoras con éstas caracteristicas se conservan hasta la edad
adulta (Lois and Alvarez-Buylla, 1993; Gage et al.,, 1998). En los ultimos afios se ha
mostrado un gran interés por aislar, expandir y caracterizar a {as CPN. La utilizacién de
factores de crecimiento involucrados en ia proliferacién y sobrevivencia de las CPN han
permitido establecer su cultivo de: manera prolongada y en condiciones completamente
definidas  ‘in vitro’ (Reynolds et al, 1992; Vescovi et al, 1993). Dentro de dichos
factores, se encontré. que: el féctor de crecimiento epidérmico (EGF) es capaz de
expandir células precursoFas neurales con la capacidad de diferenciar a neurona o glia
(Fisher et al, 1997;’ Kilpétrick et al, 1995; Reynolds et al, 1992). En particular, en
nuestro grupo de trabajo se logré estimularylya proliferacién de CPN del mesencéfalo
embrionarib de ratén con el factor de cré,ciiﬁ\iénto epidérmico (EGF), el factor de
crecimiento ‘transformante alfa y el factor de crecimiento de fibroblastos basico (bFGF)
(Santa-Olalla and Covarrubias, 1995a). Utilizando estos factores que promueven su
proliferacion se establecid un protocolo que permite la expansién de CPN en cultivo.
Dicho sistema experimental esta constituido por una poblacién enriquecida de
precursores neurales capaces de proliferar generando estructuras clonales conocidas
como neuroesferas. Este protocolo es de gran utilidad para evaluar la respuesta de las
CPNs a diferentes factores extracelulares, contribuyendo de esta manera, al estudio de
la restriccion del linaje de las células neurales. Los precursores propagados con EGF son
muy tempranos en el desarrollo, ya que poseen la capacidad de dar origen a los dos

linajes del SN, el neuronal y el glial (Santa-Olalla and Covarrubias, 1995a). Ademas son
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capaces de generar distintos fenotipos neuronales terminales como el dopaminérgico y el
gabaérgico. En el caso de la diferenciacion dopaminérgica parece ser aleatoria, lo que
sugirié en un inicio due pudieran ser necesarias sefales inductivas o selectivas para la
generacion- de-este ‘fenotipo (Santa-Olalla and Covarrubias, 1995b), De la informacién
presente en la literatura uno de los posibles factores necesarios podria ser Shh por los
efectos antes mencibn‘ados. Datos obtenidos en el laboratorio al trabajar con estas CPNs
mostraron que expresan el RNA mensajero de las moléculas necesarias para la recepcion
y la transducéién'de'la sefial de Shh: Ptc'y Smo: En algunos experimentos preliminares
observamos :qu’e pudieran responder a Shh expresando el RNAm de Gli1 e identificamos

una probabie interaccién de Shh y bFGF en la induccién de Hnf3b.
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JUSTIFICACION

Las CPNs que proliferan-en-respuesta a EGF en nuestras “condiciones"de:cultivo
son buenas candidatas a responder a Shh ya que son muy tempranas ‘en el ‘desarrollo
independientemente del estadio del cual se aislen, expresan los RNAs mens‘ajé'roé de Smo
y Ptc, y son capaces de generar de manera aleatoria al menos un fenotip_od neuronal cuya
diferenciacién se atribuye a Shh in vivo. k T

El contar con modelos experimentales que permitan la manipulacion.delas CPNs in
vitro facilitara el estudio de la proliferacion, determinacion y difei’enciacién de. los
precursores del SNC. Ademas de que el utilizar condiciones libres de suero permite el
estudio de los factores que participan en dichas respuestas celulares, nos permite
mantener el mayor numero de variables con valor constante mientras se manipula
exclusivamente la que deseamos para dirigir su destino.

Por lo anteriormente expuesto creemos que este sistema experimental in vitro
constituye una buena herramienta para estudiar el efecto de Shh sobre su célula blanco
y nos permitira contribuir de manera importante en la caracterizaciéon de la respuesta de
las CPNs a Sonic Hedgehog. ‘
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HIPOTESIS

Dados los efectos reportados por- otros’ grupos de trabajo 'y ‘los resultados
obtenidos previamente en nuestro Iaboratorlo, postulamos que Ias Células Precursoras
Neurales expandidas in V/tro con. EGF son capaces de responder a Shh induciendo la

expresion de sus genes blanco.

OBJETIVOS

Para analizar lo anterior cumpliremos con los sig

- Caractenzar a n|vel molecular Ia respuest ,intracelular de CPNs a Shh.

. Evaluar SI eX|ste una lnteraccmn de Shh con factores de crecimiento

adlclonales para generar una respuesta celular especifica.
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MATERIAL BIOLOGICO

* La cepa de ratones utilizada fue la CD7 obtenida del Bioterio del IBT.

e Los factores de crecimiento EGF y bFGF fueron obtenidos de Gibco BRL. H
factor N-Shh nos lo proporcioné Ontogeny.

» Los Plasmidos utilizados para la transfeccion fueron el pRKS y el pRK5-Shh

e Las lineas celulares utilizadas fueron la 293T de riidn de mono y la linea
pluripotente de fibroblastos de ratén C3H10T1/2.

SECUENCIAS DE OLIGONUCLEOTIDOS UTILIZADOS

SHH 1 5" CGG-CAG-ATA-TGA-AGG-GAA-GAT-CA 23 bases
SHH 2 5' CGG-AGT-TCT-CTG-CTT-TCA-CAG-AA 23 bases
HNi3B 1 5" AAG-CGA-GCT-AAA-GGG-AGC-ACC-TG 23 bases
Hni3g 2 5" CCT-GGA-GTA-CAC-TCC-TTG-GTA-GTA 24 bases
GLI1-1 5" GCT-GGA-TAT-GAT-GGT-TGG-CAA-GTG 24 bases
GLI1-2 5' GGT-CCG-ATT-CTG-GTG-CTT-GGC-G 21 bases
GLI2-1 5' GCC-TAC-CCA-ACT-CAG-CAG-CAG-TA 23 bases
GLI3-1 5' AAG-ACA-GGA-AAG-CTG-GCT-CGT-TCT 24 bases
GLI3-2 5’ TGT-GTT-TGT-GGT-CCT-CCT-TGC-CTA 24 bases
SMO 1 5" AGT-GCC-ACC-AGA-AGA-ACA-AGC-CAA - 24 bases
SMO 2 5" GCC-TCC-ATT-AGG-TTA-GTG-CGG-GA 23 bases
PTC1-1 5’ CCG-GAC-CGG-GAC-TAT-CTG-CAC-C 22 bases
PTC1-2 5" TTT-GCC-CCT-TCC-CAG-AAG-CAG-TC .~ 23 bases
HPRT 1 5'CCT-GCT-GGA-TTA-CAT-TAA-AGC-ACT-G & 25 bases
HPRT 2 5'GTC-AAG-GGC-ATA-TCC-AAC-AAC-AAA-G 25 bases
Pax6-1 5 'AGA CTC GGA TGA AGC TCA GAT GOG 24 bases
Pax6-2 5 "ACT GGT ACT GAA GCT GCT GCT GAT 24 bases
Nkx2.2-1 5 °AGG AGG ACT CGA TCCTTA CCACGGT 25 bases

Nkx2.2-2 5 'ATT TGC CAC CAG TTG TCA GAA CGT GTA 27 bases
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METODOLOGIA

DISECCION Y CULTIVO DE REGION MESENCEFALICA ROSTRAL

Realizar todo el procedimiento bajo la campana de flujo laminar a partir del paso 7

1. Esterilizar por inmersién en etanol al 96% todos los intrumentos de diseccidon durante
30 minutos antes de iniciar el cultivo y dejar secar sobre gasa estéril antes de
utilizarlos. Antes de iniciar la diseccion aplicar 0.5m! de poli-D lisina (10 pg/ml) en
cada uno de los pozos de las cajas de cultivo (multipozos de 24), dejar entre 2 y 4
horas a temperatura ambiente, pasado este tiempo retirar la poli-D lisina y enjuagar 2
veces con un volumen de solucién salina estéril o medio D-MEM/F12.

2. Sacrificar la ratona embarazada por dislocacién cervical, realizarlo a la edad
gestacional requerida (13.5 dpc).

3. Banar el abdomen con etanol al 95%.

4. Realizar diseccion por planos, retirar los cuernos uterinos y colocarlos en una caja
Petri estéril.

5. En el cuarto de precultivo, remover cada uno de los embriones del Utero, retirar el
saco amniético y colocarlos en una caja Petri de 100mm de diametro en 30ml de sol.
salina | sobre hielo de agua.

6. Bajo un microscopio estereoscopico de diseccion, disectar la regién Mesenceféllca
Rostral, para ello se realizan los siguientes pasos en 4 ml de Sol. Salina | fria en cajas
de Petri de 365mm:

Il Tomando como punto de referencia la copa Optica, realizar un corte
transversal ligeramente por arriba de ella hasta la primer bifurcacion de la
carotida externa. A partir de este punto realizar un corte longitudinal a la
altura del primordio 6tico (tener cuidado en la interseccion de estos cortes ya
que se puede lesionar a la flexura pontina que es muy prominente). Retirar
completamente el hocico del feto, y realizar un corte a la altura del hombro
para desprender la cabeza del resto del cuerpo.

Il Exponer el Sistema Nervioso Central (SNC) realizando diseccion de la piel y
craneo con pinzas de diseccién numero 5, iniciar la separacién por la regién
telencefdlica, la diseccion debe ir en forma progresiva sujetando con una
pinza y rasgando con la otra. Los cortes realizados en el paso anterior dejan
demasiado tejido no neural en el mesencéfalo y flexura pontina, sin embargo,
el dafo sobre el tejido es minimo, en estas regiones es posible ayudar la
diseccién cerrando la punta de la pinza y abriéndola en los lugares de las
adherencias. Una vez expuestas todas las vesiculas cerebrales, se rasga el
techo ependimario (roof plate) y se depositan en otra caja petri de 35mm
con 4ml de sol. Salina | fria, mientras se realiza el mismo procedimiento para
todos los fetos, (cambiar la sol. Salina cada 4 embriones).

. Realizar cortes con tijeras para separar el mesencéfalo rostral.
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V. Retirar las meninges con pinzas finas, una vez rasgadas longitudinalmente se
retiran facilmente, colocar el tejido disectado en otra caja de Petri.

NOTA: En caso de realizar explantes, el tejido se deja intacto en este paso y se cutiva
flotando -en medio OPTIMIX con las condiciones desadas.

7.

11

12.

13.
14.

Colocar dentro de tubos falcon de 15 ml el tejido disectado en 3 ml de sol. de
tripsina 0.1 % durante 15 min. con agitacién gentil ocasional (aproximadamente cada
5 minutos). Para detener la actividad de la tripsina agregar 3 ml de medio con 10%
de suero.

Realizar dispersion mecanica, ayudado con una pipeta de 5 m! se pasa varias veces
(30 veces), se dejan sedimentar los trozos mas grandes durante 10 min., se retira el
medio con las células ya disgregadas; al resto del tejido se agrega 1 ml de medio con
suero y se dispersan las celulas con ayuda de una pipeta Pasteur cuya punta se
encuentre redondeada (aproximadamente 20 pases), se continda la dispersion hasta
que no se aprecian fragmentos de tejido, se deja sedimentar 5 min. por segunda vez
y finalmente se vuelve a tomar el medio con las células ya disgregadas y se pasa al
primer tubo con otra pipeta Pasteur.

Centrifugar las células a 800g durante 5 minutos en centrigufa de mesa.

. Resuspender la pastilla celular en 5 ml de medio de cultivo y estimar la viabilidad

celular por medio de la tinciéon con azul de tripano 0.4 % (a 10u! de células agregar
10ul de colorante, incubar durante 5 min. a 37°C), colocar 10ul de los 20 en la
camara de Neubauer, contar cinco cuadrantes, sacar promedio, el valor se multiplica
por 20,000 con lo que se obtiene un total de células por ml.

.Una vez conocido el numero de células se resuspende en el volumen necesario para

alcanzar la densidad de un millén por ml. Colocando 500,000 células por pozo de
16mm (cajas de multipozo de 24).

Incubar en 0.5ml de medio definido a 37°C con 5% de CO2 durante 1 hora y después
agregar el factor de crecimiento deseado resuspendido en medio definido con
albumina 1 mg/ml. Incubar en las mismas condiciones durante todo el cultivo.
Cambiar el medio cada 3 dias.

En el caso de la infeccion del cuiltivo con adenovirus, después de sembrar las células
se espera 1 hora para que se adhieran al plato, después de este tiempo se retira el
medio y se agrega el volumen de adenovirus deseado en un vol. total de medio
definido de 200ul. Se incuba por 1 hora a 37 grados con agitacion ocasional. Al
término de esta incubacion se afora el volumen a 500ul con el mismo medio y se
agrega EGF a ia concentracion deseada.
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SUBCULTIVO DE PRECURSORES NEURALES

10.

Realizar todo el procedimiento bajo la campana de flujo laminar a partir del paso 5.

‘Esterilizar por inmersién en etanol al 96% un par de pinzas de diseccién del numero 5

durante 30 minutos antes de iniciar el cultivo y dejar secar sobre gasa estéril antes
de utilizarlos. Antes de iniciar la toma de colonias, aplicar 0.5ml de poli-D lisina (10
pg/ml) en cada uno de los pozos de las cajas de cultivo (multipozos de 24), dejar
entre 2 y 4 horas a temperatura ambiente, pasado este tiempo retirar la poli-D lisina
y enjuagar 2 veces con un volumen de solucién salina estéril o medio D-MEM.

En una caja de Petri estéril, colocar 100ul de medio definido con EGF 100ng/m| por
cada grupo de colonias a recolectar. Dejar equilibrando el medio en la incubadora
Mientras tanto, bajo un microscopio estereoscopico despegar las colonias formadas
con EGF en el cultivo primario, una por una con mucho cuidado para no arrastrar
monocapa. Es importante que la caja de cultivo no esté mucho tiempo fuera de la
incubadora (maximo 1hr), por lo tanto es bueno tener varias cajas para poder
alternarlas. Aspirar con pipeta Gilson las colonias despegadas y colocarlas en la gota
de medio de la caja de Petri.

Ya que todas las colonias deseadas estan en la gota de medio en la caja de petri,
aspirarlas con una punta de pipeta Gilson de 20ul y colocarlas en una gota de 100ul
de tripsina (0.025 %) en la misma caja. Incubarlas a 37°C durante 10 minutos.
Agregar 100ul de inhibidor de tripsina (1 mg/ml), subir y bajar 30 veces con pipeta
Gilson hasta que se disgreguen las colonias (es importante monitorearlas bajo el
microscopio invertido durante la disgregacion).

Se pasa el volumen total a un tubo de microcentrifuga de 1.5ml que debe contener
previamente 400ul de medio. Se lava la caja 2 veces con este medio y se centrifuga
a 400g por 5 minutos.

En este paso es muy probable que no se vea el pellet, por lo tanto es muy
importante tener mucho cuidado al eliminar el sobrenadante con la pipeta gilson de 1
mil.

Resuspender el pellet en 300ul de medio fresco. Subir y bajar 20 veces.

Tomar 10ul y agregar a un tubo con 10ul de colorante (azul de tripano, 0.4% ) a
temperatura ambiente. Tomar 10 de los 20ul y colocarlos en la camara de Neubauer,
calcular viabilidad celular y diluir a la concentracion deseada.

Colocar en las cajas de 24 pozos 10,000 6 50,000 células en un volumen final de
500ul de medio por pozo. Agregar factores de crecimiento deseados e incubar a
37°C con 5% de CO2. Cambiar el medio cada 4 dias.
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EXTRACCION DE RNA DE SUBCULTIVOS DE PRECURSORES NEURALES

1.

©®NOO

11.
12.

13.

14.

15.
16.

17.

18.

19.

Colocar ia caja del subcultivo a procesar sobre hielo de agua, retirar el medio de
cultivo y agregar inmediatamente 500ul de solucién Urea/LiCl, lisar las células con 30
pases de pipeta Gilson. Pasar el homogenado a un tubo de microcentrifuga de 1.5ml
previamente enfriado, repetir el procedimiento con 500ul mas de sol. Urea/LiCl
realizando 15 pases. Dar vortex durante 2 minutos.

Incubar a —20°C durante toda la noche.

Centrifugar durante 10 minutos a 4°C a 10,000g en microfuga. Antes de centrifugar
permitir que se descongelen perfectamente cada uno de los tubos, y dar vortex
durante 15". Decantar el sobrenadante, colocar el tubo en forma invertida sobre un
papel absorbente, secar el exceso de solucidon con isopo de algoddn, realizar lo
anterior sélo en la mitad superior del tubo eppendorf, NO LLEGAR MAS ALLA DE
DONDE INICIA LA REDUCCION DEL TUBO, colocar el tubo en hielo de agua.
Resuspender en 500ul de soluciéon D recién preparada; dar vortex en dos ocasiones
durante 30", agregar 1/10 (50ul) de acetato de sodio 2M pH4 y 1ul de RNA de
transferencia (10ug/ul, sélo cuando no se pueda cuantificar el RNA); dar vortex 5",
agregar 500ul de fenol acido (saturado en agua); dar vortex 2', agregar 2/10 del vol.
inicial (100ul) de cloroformo/alcoho! isoamilico; dar vortex 3'.

Incubar en hielo de agua 15 minutos. (AQUI SE FORMAN LAS DOS FASES).

Centrifugar 20 minutos a 4°C a 16,000g.

Tomar la fase acuosa y afadir 1 volumen de isopropanol frio, dar vortex 10".
Precipitar a —70°C toda la noche o en hielo seco por 1 hora.

Centrifugar 20 minutos a 16,000g en microfuga a 4°C. Realizar este paso lgual que el
paso 3, aqui se aprecia facilmente el pellet en el fondo del tubo.

.Lavar el pellet con etanol al 70%, dar vortex 5", centrifugar 5'a 16,000g en

microfuga a 4°C, decantar el etanol y retirar el exceso como en el paso 3.

Secar el pellet durante 5°.

Resuspender en 50 ul de buffer 1X para DNAsa que contenga 10U de DNAsa libre de
RNAsa. Por reaccion son 43.87ul de agua para RNA, 5ul de buffer para DNAsa 10X y
0.25ul de DNAsa libre de RNAsa (Boheringer 40 U/ul). Dar vortex dos pulsos de 30°,
Incubar durante 30'a 37°C.

Inactivar reaccion agregando 450ul de sol. D mas 50 ul de acetato de Sodio. Dar
vortex §°° vy precipitar con 500ul de isopropanol.

Incubar durante 1 hora a -70°C.

Centrifugar 10 minutos a 16,000g a 4°C en microfuga. Decantar sobrenadante y
retirar exceso como en el paso 3.

Lavar el pellet con 500ul de etano! al 70% frio, centrifugar a max. vel. en microfuga
durante 5 minutos a 4°C. Decantar sobrenadante y retirar exceso como en el paso 3.
Secar 2 minutos en el ‘savat’, colocar los tubos en hielo y resuspender en 20ul de
H,O especial fria, dar vortex dos pulsos de 30" (cuando es de tejido, se resuspende
en un volumen dependiendo del tamano del pellet).

Leer Densidad Optica a 260nm y calcular concentracién como sigue:

Tomar 1ul de muestra +59ul H,O en celda de cuarzo de 50ul. Leer DO260.
DO260/16.66 x 40ug/ul= concentracion ug/ul.

NOTA: Manejar los tubos en hielo después de la primera precipitacion.
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PROCEDIMIENTO PARA REALIZAR cDNA y RT-PCR de SUBCULTIVOS

1.

N

oo AW

[ ]

10

11.

12

Preparar mezcla para cDNA, tomando en cuenta los volumenes por reaccién como
sigue:

H.0O bidestilada estéril 6.5ul

Buffer RT (BRL) 5X 6ul
DTT 0.1M 10X 3ul
dNTPs 5§mM 3ul
Oligo dT 0.5ug/ul Tul
Transcriptasa Reversa (BRL) 200 U/ul ~0:6ul
Volumen total de mezcla por reaccion : 20pl ,

Resuspender el RNA en 2 0ul de agua bidestilada estéril, dar dos pulsos de vortex
a cada tubo durante 30 segundos, colocar en hielo,

Calentar la muestra de RNA a 65°C durante 5 min.

Colocar en hielo.

Centrifugar para bajar lo condensado en la tapa.

Tomar 10pl y agregar a ios 20ul de mezcla para cDNA. En caso de cuantificar el
RNA, homogenizar las cantidades de RNA de las diferentes muestras para hacer el
cDNA y completar el volumen faltante con H20 (cbp 10ul). Cuando se cuenta
con RNA suficiente se toma 1ug.

Mezclar con vortex, centrifugar e incubar a 37°C durante 1 hora.

. Al terminar la reacciéon puede guardarse la mezcla a 4°C o proceder

inmediatamente con la reaccion de PCR.
Preparar mezcla para PCR, tomando en cuenta los volimenes por reacciéon como
sigue:

H,0 bidestilada 37.5ul
Buffer Taq DNA polimerasa 10X sul
DNTPs 5mM 2ul
Oligonucledtido 1 (0.1ug/ml) Tul
Ofigonucledtido 2 (0.1ug/m1l) 1ul
Taq DNA polimerasa 5§ U/ul 0.5ul
Volumen total de mezcla por reaccion 47ul

. Tomar 3ul de cDNA (de los 30ul finales, paso 6) y agregar a los 4 7ul de mezcla

para PCR.
Cubrir con 50ul de aceite mineral. Colocar en la maquina para PCRy programar el
protocolo de ciclos y temperatura adecuado para cada par de oligonucleétidos
utilizados.

. Al terminar la reaccion, correr 10ul de muestra + 2u! colorante azul bromofenol

0.25 % en Urea 10 M en gel de agarosa al 2.5% en TBE 1X tenido con bromuro
de etidio al 0.5ug/ml.
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CONDICIONES DE AMPLIFICACION PARA CADA MARCADOR

Marcador Par de oligos Temperatura de|Tamaho del

amplificacion producto de
amplificacion

Shh SHH 1, SHH 2 92°x1°,64°x1", 395 pb
72°x1°. 72°x10°

Hnf3b HNF3b1, HNF3b2 92°x1°,64°x1", 400 pb
72°x1°. 72°x10°

Gli1 GLI1-1, GLI1-2 92°x1°,62°x1", 520 pb
72°x1°. 72°x10°

Gli2 GLi2-1, GLI1-2 92°x1°,60°x1", 613 pb
72°x1°, 72°x10°

Gli3 GLI3-1, GLI3-2 92°x1°,60°x1", 415 pb
72°x1°. 72°x10°

Smo SMO 1, SMO 2 92°x1°,60°x1", 405 pb
72°x1°. 72°x10°

Ptc1 PTC1-1, PTC1-2 92°x17°,62°x1°, 587 pb
72°x1°. 72°x10°

HPRT HPRT1, HPRT2 92°x1°,57°x1", 353 pb
72°x1°. 72°x10°

Nkx2.2 Nkx2.2-1, Nkx2.2-2 |92°x1°,64°x1", 483 pb
72°x1°. 72°x10°

Pax6 Pax6-1, Pax6-2 92°x1°,60°x1", 298 pb
72°x1°. 72°x10°

La identidad de los fragmentos amplificados fue corroborada por patrones de restriccion.
Datos no mostrados.

SUBCULTIVO DE LINEA CELULAR 293T

Aspirar el medio viejo ayudandose con la bomba de vacio.

Despegar las células con 5mi de Medio Completo fresco con ayuda de una
pipeta de 5ml. Subir y bajar 5 veces sin hacer espuma y colocarlas en un tubo
de 15ml estéril con 5m! de Medio Completo. Si se recolectan varias, trabajar
cada una por separado.

Subir y bajar la suspensién de células 20 veces con una pipeta de 10ml
estéril cuidando de no hacer espuma.

Centrifugar a 400g en la centrifuga de mesa durante 5 minutos.

Retirar el sobrenadante con todo y la espuma que se haya formado. Usar
bomba de vacio.

Resuspender el pellet en 1ml de medio fresco con la pipeta Gilson y subir y
bajar la suspensién 30 veces. Agregar 4ml mas de medio y hacer lo mismo
con la pipeta de vidrio de 5mi.
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e Tomar 10ul, agregar 10ul de colorante azul de tripano 0.4 % a temperatura
ambiente y contar en la camara de Neubauer. ]

» Calcular total de células: contar los 5 cuadrantes, dividir entre. 5.y multiplicar
por 20,000 = células/ml

e Diluirlas a 1X10° células por mi. X .

s Poner 9 ml de medio fresco en una caja de 10mm + 1ml de suspensmn de
células para subcultivar.

o Dar golpecitos a toda la orilla de la caja antes de dejarla en la mcubadora para
que las células se distribuyan de manera homogénea. Incubar a 37°C con 5%
de CO2.

e« Subcultivar cada tercer dia.

TRANSFECCION DE CELULAS 293T

Dia 1 Sembrar 1X108 células en 4 ml de medio completo por caja de 6mm.

Dia 2 NOTA IMPORTANTE: Todos los reactivos deberdan estar a temperatura
ambiente y el medio previamente equilibrado en la incubadora. En el caso del HBS 2X y el
CaCl2 deberan descongelarse alicuotas nuevas y usarse en el lapso de 1 semana.

¢ Cambiar el medio a las cajas (4ml!) e incubar 30 minutos a 37°C. Mientras tanto
realizar lo siguiente por cada muestra:
s Mezclar en un tubo de microcentrifuga de 1.5ml para 2.5 cajas:
31.25ul de CaCl2 2M
25ug totales de DNA (10ug de DNA total por caja, en: caso de
poner plasmido control porner 5ug de c/u). :
H20 estéril grado cultivo cbp 250ul

e« Incubar 10 minutos atemperatura ambiente.

o Agregar 250ul de HBS 2X y mezclar con la pipeta.

» Incubar 2 minutos a 37°C.

e Agregar 200ul de la mezcla a cada una de 2 cajas con 1X10(6) células,
distribuyendo lo mejor posible. Agitar la caja en todas direcciones. Incubar a 37°C
con 5% deCO2.

Dia 3 Cambiar el medio (por 4ml de Medio Completo fresco) a las 17 horas
después de la transfeccién. Esperar 5 horas aprox. para observar fluorescencia.

Dia 4 Observar fluorescencia y/o recolectar sobrenadantes a las 24 horas
después de haber realizado el ultimo cambio de medio. Contar porcentaje de
transfeccion.
Al recolectar sobrenadantes:

e Rotular los tubos perfectamente.

s Filtrarlos antes de hacer las alicuotas.

e Ponerle parafilm a cada tubo y guardarlos a —20°C.
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SUBCULTIVO DE LINEA CELULAR 10T 1/2

PN~

oo

11.

12.

Aspirar el medio viejo.

Lavar con 1ml de PBS 1X estéril una sola vez y aspirar con vacio.

Poner 1ml de tripsina al 0.25% e incubar a 37°C durante 5 minutos.

Agregar 4ml de medio completo para inactivar tripsina. Subir y bajar aprox. 8
veces con pipeta de 5ml y recuperar en un tubo de 15ml estéril.

Centrifugar a 400g durante 5 minutos.

Aspirar sobrenadante y resuspender en 1ml de medio completo con pipeta: Gilson ...

(hacer 20 pases). Agregar 4ml mas de medio y subir y bajar 20 veces con:pipeta
de vidrio de 5mi. - ,
Tomar 10ul, agregar 10ul de colorante azul de tripano 0.4 % a temperatura
ambiente y contar en la camara de Neubauer.

Calcular total de células: contar los 5 cuadrantes, dividir entre 5 y muitiplicar por
20,000 = células/ml

Diluirlas a 1X108 células/mi

. Para subcultivar sembrar 1m| de células mas 9m! de medio completo en caja de

10mm. Para hacer ensayo de actividad de sobrenadantes, sembrar 10,000
células por pozo en cajas de 24, en un volumen total de 500pul.

Dar golpecitos a toda la orilla de la caja antes de dejarla en la incubadora para
que las células se distribuyan de manera homogénea. Incubar a 37°C con 5% de
co2.

Subcuitivar cada tercer dia.

TINCION PARA VER ACTIVIDAD DE FOSFATASA ALCALINA EN MONOCAFPA
(en cajas de 24 pozos)

1.

o0sow

N

Aspirar el medio

Lavar con 500ul de PBS 1X pH7.3 dos veces. TENER MUCHO CUIDADO PORQUE
SE DESPRENDE LA MONOCAPA. (Para lavar es muy recomendable deslizar el
buffer por la pared del pozo inclinando ligeramente la caja hacia delante y
bajando la punta lo mas cerca del fondo sin tocar la monocapa. Para retirar
cualquier solucidn del pozo se utiliza la pipeta Gilson y se inclina la caja de Ila
misma manera).

Fijar con 500ui de paraformaldehido al 4% durante 15 minutos.

Lavar con 500ul de PBS 1X tres veces.

Incubar 10 minutos con 500ul de buffer PA fresco.

Incubar con 400ul de solucién de revelado en la oscuridad durante el tiempo que
sea necesario cuidando que el control negativo permanezca sin tenirse, aprox. de
15 a 45 minutos.

Para parar la reaccion lavar con 500ul de PBS 1X una vez.

Dejar con 500ul de PBS 1X a 4°C.
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HIBRIDACION IN SITU DE MESENCEFALO COMPLETO

La diseccién del mesencéfalo se realizé como se describié anteriormente y se fijé
inmediatamente en paraforaldehido al 4% durante aproximadamente 11 horas a 4°C. Los
tejidos se lavaron dos veces durante 5 min. a 4°C con PTB durante 5 minutos a
temperatura ambiente con metano! ( 25%,50% y 75%) en PBT, durante 5§ minutos en
metanol al 100% y se guardaron a -202C en metanol hasta que se realizé la hibridacién.

Preparacion de la sonda

A temperatura ambiente se realizé la siguiente mezcla:
10 ml de agua destilada

4 ml de solucidn de transcripcion 5 x

2 mlide DTT O.1 M

2 ml de la mezcla de nucledtidos

1 mg de plasmido linearizado
0.5 ml de RNasin (100 u/ml)
T3 RNA polimerasa (10 u/ml)

Se incubéd durante 2 h a 372C. para precipitar se agregdé 100ul de TE, 10 ul de cloruro
de litio 4M y 300ul de etanol absoluto, se dejo a -20°C durante media hora. Se
centrifugd por 10 min y se lavd la pastilla con etanol al 70% y se dejé secar. Una vez
seco la pastilla se disolvié en TE para obtener una concentracién final de 0.1 mg/ml.

Se tomaron 5 ul de cada una de las muestras para analizarlas en gel. Una vez hecho el

gel se transfirio a una membrana de nitrocelulosa. La membrana se lavé con SSC2X y
se fijo0 mediante cross linking.
Posteriormente se lavé en la solucién DIG | por 15 minutos. Después se bloqued durante
30 minutos en agitacién con la solucion de bloqueo (Boehringer) al 0.5% Durante 30
minutos se colocd en la solucidon con el anticuerpo anti DIG (DIG 2). Se lavd dos veces el
anticuerpo con DIG | y se coloreé con DIG 3 mas NBT y BCPI.

Hibridacion

Se rehidrataron con tratamientos de metanol en PBT (75%,50% Y 25%) durante 5

minutos, después se lavd dos veces con PBT por 5 minutos.
Se trataron con PBT-H,0, 6% (V/V) durante 1 hora. Se lavaron 3 veces con PBT durante
5 minutos cada una. Se tratd con proteinasa K durante 7 minutos, se lavé con glicina
(2mg/ml) en PBT y con 2 lavados de PBT durante 5 minutos. Se volviéo a fijar con
glutaradehido/paraformaldehido 0.2%/4% vy tween al 0.01% durante 20 minutos. Se
lavaron con PBT durante 5 minutos. Se incubaron a 702C durante 1 hora en la solucidon
de prehibridacion con 10ul de la sonda marcada.

Se lavaron 2 veces durante 30 minutos a 70°C con la solucion 1. Se lavaron con una
solucion 1:1 de, solucion 1: solucidon 2 durante 5 minutos a temperatura ambiente.
Posteriormente se lavaron 4 veces con la soluciéon 2 por 5 minutos, a temperatura
ambiente con la solucion 3, y 2 lavados mas a 65°C con la solucidon 3. Se hicieron 3
lavados de 5 minutos cada uno con TBST.

Los tejidos se bloguearon con suero de borrego al 10% en TBST, después de 2 6 3
horas se quitd la solucién, se agrego el anticuerpo y se dejé durante 14 h a 4°C. se
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lavaron con TBST 3 veces durante 5 minutos y 4 veces mas durante 1 hora, finalmente
se dejé durante 14 horas en TBST.

Para revelar el anticuerpo se lavd 3 veces con NTMT durante 10 minutos. Se
incubaron posteriormente durante 20 minutos en agitacién y cubierto para evitar la luz
con NBT (3.5ml/ml) y BCIP (3.5ML/ML). Una vez que se observa la sefal (5§ horas
aproximadamente) se lavo 2 veces con PBT por 15 minutos, una vez con glicerol 50%
en PBT y se guardaron en glicerol 80% en PBT.
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MEDIOS Y SOLUCIONES

.Medio basal de EAGLE modificado por DULBECCO (D-MEM)

N° de catalogo 12100-038
sin bicarbonato de sodio
sin piruvato de sodio

.Medio

Medir aproximadamente 80% del volumen final deseado de agua grado cultivo
(800ml para 1it.), utilizando un vaso de precipitado de 1 It. enjuagado
previamente con agua grado cultivo.

Adicionar el medio en polvo al agua a temperatura ambiente (15 a 30°C) con
agitacion suave (no calentar el agua).

Enjuagar el paquete que contenia el polvo para remover todas las trazas de
compuesto de! medio.

Anadir 3.7gr de NaHCOQO3 por litro de medio.

Agitar hasta disolver (no sobre mezclar).

Ajustar el pH del medio a 7, entre 0.2 y 0.3 unidades de pH por debajo del
requerido durante las condiciones de trabajo ya que usualmente incrementan
entre 0.1 y 0.3 con la filtracion; se recomienda utilizar 1N de HCI en agua
para cultivo (adicionar lentamente por agitacion aprox. 121 gotas).

Después de ajustar el pH aforar a 1lt. en matraz volumétrico previamente
enjuagado con agua de cultivo. Sellar con parafilm y mezclar por inversion,
Esterilizar por filtracién  inmediatamente a través de membrana de 0.22uM.
Guardar a 4°C y utilizar en un periodo maximo de 1 mes.

Completo, SFB 10%

Para 100ml
Medio D-MEM 88ml
Suero Fetal de Bovino inactivado 10mi
Piruvato de Sodio 1mi
GPS 100X (glutamina, penicilina, estreptomicina) 1mi

.Medio basal de EAGLE modificado por DULBECCO/ F-12 (D-MEM/F-12)

N° de catalogo 430-2400EB
con L-glutamina

sin bicarbonato de sodio
con 15 mM HEPES

Medir aproximadamente 5% menos del volumen deseado final de agua
bidestilada (950mi para 1it.), utilizando un vaso de precipitado de 1It.
Adicionar el medio en polvo al agua a temperatura ambiente (15 a 30°C) con
agitacion suave (no calentar el agua).
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e Enjuagar el paquete que contenia el polvo para remover todas las trazas de
los compuestos del medio.

e Afadir: 1.2gr de NaHCO3 por litro de medio.

e« Agitar hasta disolver (no sobre mezclar).

* Ajustar el pH del medio a 6.9, entre 0.2 y 0.3 unidades de pH-por: debajo delr
requerido durante el trabajo (el pH utilizado para el cultivo’ de neuronas
dopaminérgicas es entre 7.0-7.2) ya que usualmente incrementan entre 0.1 y
0.3 con la filtracién; utilizar 1N NaOH en agua bidestilada ‘(adicionar,
lentamente con agitacion aprox. 26 gotas).

e Después de ajustar el pH, aforar a 1 It. en matraz de dilucién,: sellar con
parafilm y mezclar por inversion.

e Esterilizar inmediatamente por filtracién a través de membrana de 0 22uM

e Guardar a 4°C y utilizar en un periodo maximo de 1 mes.

.Soluciéon Salina 1| estéril para diseccion

Reactivo para 1 It. 500ml 100ml
NaCl 8.1gr 4.05gr 810mg
KCi 402mg 201mg 40mg
Na2HPO4 156mg 78mg 15mg
KH2PO4 150mg 75mg 15mg
Dextrosa 4gr 2gr 400mg
H20 °Cultivo 1000ml 500ml 100ml

Ajustar el pH a 7.2 con 1N de NaOH (aprox. 8 gotas de pipeta Pasteur para
500ml), filtrar por membrana de 0.22um en campana de flujo laminar y almacenar a
temperatura ambiente.

.Medio D-MEM con suero 10%

Reactivo para 50ml 10ml
Medio D-MEM/F12 44.1ml 8.8ml
Suero fetal de bovino 5mi tml
Glutamina 100X 500ul 100ul
Dextrosa Peni/estrepto 324ul 65pl

.Medio Definido para efecto de factores de crecimiento

Reactivo para 25ml Concentracion del stock
D-MEM/F12 23.84ml

Glutamina 1X 250ul 100X

Insulina 4ug/ml 156ul 25ug/mli

Transferrina 625pul 100ug/ml

Progesterona 20nM 50ul 10uM

Putresina 6 0uM 1 5ul 100mM

Selenita de sodio 30nM 7 5ul 10uM
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*Penicilina/estreptomicina Sul 370U/mi
0,074U/pg Xm!

**La solucion utilizada es la preparada con sol. Glucosada al 50% 2. 5m| mas 200;1! de un
stock de 5,000U/ml penicilina y 5,000ug/ml estreptomicina.. .= e i

Azul de tripano 0.4% : :
Disolver 4mg en 1mli de sol. PBS, guardar a temperatura amblente

.Poli-D lisina 10pg/ml

Del stock 1Tmg/ml tomar 500ul y llevar a 50ml; esterlllzar por filtracnon a‘través
de 0.22um. [ . :

.Tripsina 0.1% para cultivo primario
Llevar 0.4ml de tripsina al 2.5% en sol. Isoténica (Gibco):a 10ml con Verseno.

.Tripsina 0.025% para subcultivo
Llevar 50pl de tripsina al 2.5% a 5ml con Verseno.

Anhibidor de tripsina

Disolver 10mg en 10m! de medio definido, filtrar y dejar equilibrando en la
incubadora antes de usar.

.Medio definido con albumina para diluir factores de crecimiento
Disolver 10mg de albumina en 10ml de medio definido, filtrar y dejar equilibrando.

.Medio OPTIMIX

Para preparar 50ml (aprox.)
40ml de OPTIMEM con Glutamax
12.5 ml de DMEM/F12

1ml de glucosa 2M

0.5ml de GPS del stock 100X

.Solucion de UREA 6M/ LiClI 3M

Reactivo para 50mi 100ml
LICI (P.M. 42.39) 6.35gr 12.7gr
Urea (P.M. 60) 18gr 36gr

Utilizando guantes pesar LiCl y disolver en _ del volumen final, una vez disuelto agregar
la Urea, aforar al volumen requerido vy filtrar por membrana de 0.22um
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.Citrato de Sodio 1M
. Para100ml
Citrato de sodio (deshidratado) 29.4qgr
Disolver en 50ml de agua bidestilada estéril, llevar a - pH 7.0, aforar y filtrar por
membrana de 0.22um, utilizar guantes.

.Sarcosil (n-Laurilsarcosina) 10% :
Para 100ml

Sarcosil 10gr
Disolver en 70ml de agua bidestilada estéril, aforar y_filtrar por membrana:de 0.22um,.
utilizar guantes. :

.Acetato de Sodio 2M pH 4
Para 100m|
Acetato de sodio (anhidro) 16.49r
Disolver en 40ml de H20 bidestilada estéril, llevar a pH4 con acido acétlco grado buffer
atorar y filtrar por membrana de 0.22um.

Solucion D

Para 50ml
Tiocianato de guanidina 23.62gr
Citrato de Sodio (stock 1M) 1.25ml
Sarcosil (stock 10%) 2.5ml

Para preparar colocar el tiocianato en un tubo de 50 mil estéril, agregar
H20 bidestilada estéril, citrato de sodio y sarcocil, aforar a ‘50ml, filtfar
por membrana de 0.22um.

Cuando se utilice agregar p-mercaptoetanol a una concentracion final de 0.1M

Para

smi 36pul
1ml 7.2ul
0.5ml 3.6ul

.Buffer DNAsa para DNAsa libre de RNAsa 10X
(500mM Tris pH7.5, MgCl 100mM)

para 25ml|
Tris pH 7.5 (1M) 12.5ml
MgCl (3M) 0.83ml
H20 bidestilada estéril 11.6ml

Todas las soluciones stock se preparan con agua bidestilada estéril, se filtran por
membrana de 0.22um y se esterilizan durante 20 min a 120°C. El buffer ya preparado se
filtra nuevamente con filtro deshechable, se hacen alicuotas de 500ul y se almacenan a
—70°C.

.H,O especial para RNA
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Destilar agua desionizada dos veces, autoclavear. De manera opcional se puede agregar
dietilpirocarbonato al 0.2%, se deja toda la noche agitando y se autoclavea.

.PBS 1X

. Para 500m! 11t
NaCl agr 8ar
KCI 0.1gr 0.2gr
Na2HPO4 0.72gr 1.44gr
KH2PO4 0.12gr 0.24gr

Disolver en 4/5 del volumen total de agua, ajustar el pH a 7.4, aforar y esterilizar por
filtracion. ) .

.Tripsina 0.1% para subcultivo de células 10T1/2
Llevar 0.4ml de tripsina al 2.5% en sol. Isoténica (Gibco) a 10ml con Verseno.

.HBS 2X
1.6gr NaCl
0.074gr KCI
0.04gr Na2HPO4
0.2gr Dextrosa
1gr HEPES

Disolver en 90ml de ddH20 grado cultivo. Ajustar el pH con NaOH 1N, aforar a 100ml,
filtrar y almacenar en alicuotas de 1ml a =70°C (maximo 6 meses).

Cada que se cambie de solucién, deberid hacerse una curva de distintos pH's (entre
6.90, 6.95, 7.00, 7.05, 7.10). Seleccionarse la solucién que dé mayor porcentaje de
transfeccién y guardarse en alfcuotas a —70°C.

.Buffer PA
(preparar al momento)
Para 25ml:
NaCl 5M 500ul
Tris pH 9.5 2.5ml
MgCI2 1.25ml
H20 20.7ml

.Solucién de revelado
Por cada ml de buffer PA agregar 3.5ul de reactivo NBT + 3.5u! de BCIP
Preparar en la oscuridad y para manejar los reactivos usar guantes.

.Paraformaldehido al 4%
Para 100m! de paraforladehido. Se preparé en un matraz de 500ml y se agregaron 86 ml
de agua bidestilada se calentd hasta liegar a 70°C y se agregaron de 2 a 3 gotas de
NaOH 5M hasta obtener una solucidon transparente. Una vez fria la solucidon se le
agregaron 10ml de PBS-DEPC 10X vy se aforé con agua a 100ml finales los cuales se
almacenaron en alicuotas de 5 ml y se guardaron a -202C.
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. PBT
PBS con tween -20 0.1%.

. Mezcla de ribonucledtidos para preparar la sonda de RNA.
GTP 10 mM

ATP 10 mM

CTP 10 mM

UTP 6.5 mM

UTP digoxigenina 3.5 Mm

. TE
Tris 10mM pH 7.5 y EDTA 1 mM Ph 7.5

.8SSC 20X :
175.3g NaCl, 88.2g de cntrato de SOle, se ajusto el pH a.7 con NaOH (ION) y se aforo a

un litro con agua.

DIG |
Tris 100mM pH 7.5 y NaCl 150mM

.DIG 2
Se disolvié | ml de anticuerpo anti-DIG en 5 ml de DIG |

.DIG 3

Tris 100mM Ph 9.5

NaCl 100Mm

MgCl2 50mM

Solucién coloreadora

Por cada ml de DIG 3 se agrego 3.37m! de NBT y 3.5ml de BCPI

.Proteinasa K
10mg/mi de proteinasa K disuelta en PBT.

.solucion de prehibridacion
formamida 50%,8SSC 5X pH5, RNA de levadura 50 mg/ml, SDS 1% y heparina:50mg/m]

.solucion |
formamida 50%. SSC5X Ph 4.5 y SDS 1%

.solucion 2
NaCl 0.5M, Tris-HCI 10mM Ph7.5 tween-20 10%

.solucién 3
formamida 50%, SSC 2X pH 4.5

.TBST 10X
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8g NaCl, 0.2g KCI, ml de Tris-HCI 1 M ph 7.5, 10ml de tween-20 en 100ml de agua
bidestilada esteril. Se autoclaved.
Para utlizar se diluyé a 1X y se agregé levamisol a una concentracién final de 2Mm. |

.Preparacion del anticuerpo anti-DIG

A 500 ul de TBST se agregaron 3 mg de polvo de embrién se dejo disolver durante
30min a 70°C en agitacidén. Una vez transcurrié este tiempo se enfrid en hielo y se
agregaron 5ml de suero de borrego y 1ml de anticuerpo anti-DIG dejando disolver para 1
hora a 4°C. se centrifugé 5 segundos para obtener el sobrenadante que se diluyé con
2ml de TBST/suero 1%

NTMT
NaCl 100mM, Tris-HCI 100mM pH 9.5 MgCl2 50Mm, Tween-20 0.1% y levamisol 2Mm.
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RESULTADOS

N-Shh recombinante no es capadz de inducir la expresién de Glii, Ptc y Shh
en CPNs

Trabajo previo en nuestro laboratorio demostré que las células precursoras neurales
(CPNs) capaces de generar neuroesferas en presencia de EGF in vitro, expresan Picy
Smo, moléculas identificadas como necesarias para recibir y transducir la sefal de Shh.
Esto sugeria que, en principio, las células podrian responder a Shh induciendo la
expresién de algunos de'sus' genes blanco, generando a su vez .una . respuesta celular

especifica. Resultados prellminares en estas celulas mostraron |nd|0|os de que podian

responder promoviendo la- expresmn, aunque muy breve e; ‘enes como GI/1 y  Hnf3b.

Sin embargo restaba por hacer un anaIIS|s mas riguroso de “dicha respuesta

transcripcional.

Para tal efecto reé’ll osun subcultivo de CPNs que nos permitiera evaluar la
respuesta celular a Shhde,.,»mahera'temporal. Este se realizé a partir de neuroesferas
generadas en un cultivo: pritﬁaﬁo de mesencéfalo ventral de ratén de 13.5 dpc. Las
células que conformanf la neuroesfera se disgregaron y se sembraron a una densidad de
50,000 6 10,000 células por pozo en presencia de EGF, por 1 6 6 dias respectivamente.
Al término de dicho' periodo de tiempo, se elimind el factor y se agregé N-Shh
recombinante (N-Shhr) a § ug/ml & en el caso de la curva control sélo medio definido. A
partir de ese momento considerado tiempo cero (t0) se tomaron muestras alas 1, 2, 4,
8 y 24 horas. En la condicion de 50,000 células pudimos evaluar Unicamente la
respuesta de la poblacién de células que conforman la neuroesfera, mientras que en la de
10,000 evaluamos la respuesta tanto de las células de la neuroesfera como de la
poblacion que diferencia y migra sobre el plato de cultivo generando una monocapa. Esta
ultima condiciéon nos permitié contar con una poblacién mas diversa de células, que
incluye aquellas que proliferan en respuesta a EGFy las que diferencian en esa misma
situacion.

Al evaluar la presencia del mensajero de las diferentes moléculas involucradas en
la transduccion de la senal de Shh encontramos que Smo se expresa en todas las
condiciones, mientras que Ptc se encuentra enriquecido soélo en aquellas en las que la
poblacion se conforma por células de la neuroesfera y de la monocapa (Figura 1). En

ambos casos N-Shhr no logra inducir la expresion del Shh endoégeno, ni de Ptc ni de Giit,
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todos considerados blancos transcripcionales de la cascada activada por Shh. Es
importante mencionar aqui que pudimos detectar una expresiéon basal muy tenue y
aleatoria de estos genes'en algunas de nuestras condiciones de cultivo que no
corresponde con la respuesta- esperada. Este resultado se contrapone a nuestro-dato
inicial en donde observamos una induccién por parte del factor exdgeno. Esta vez el
experimento fue realizado por duplicado y en dos diferentes ocasiones obteniéndose el
mismo resultado, lo que indica que representa el comportamiento mas reproducible, Al
‘mismo tiempofobsewamos que Gli3 se expresa en la mayorfa“de las condiciones mientras
que Gli2 no se ehédentra. Esto dltimo coincide cdn lo observado anteriormente en el
laboratorio. Es necesario mensionar aqui que la actividad biolégica del N-Shh
recombinante la corroboramos previamente (datos no mostrados) por medio de un
bioensayo que se describe mas adelante.

Con éste experimento concluimos que las CPNs propagadas en presencia de EGF
no son capaces de responder a N-Shhr induciendo la expresién de sus genes blanco. Este
resultado pudiera deberse a que Shh requiriera de factores adicionales para generar una
respuesta como se ha descrito con anterioridad en otros sistemas experimentales (Ye et
al.,, 1998; Lee et al., 2000). Datos previos en el laboratorio indicaban que pudiera existir

una cooperacién entre N-Shhr y bFGF para inducir la expresiéon del gen Hnf3b.
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Fig. 1 Curva temporal de Shh sobre precursores neurales en cultivo. Se realizaron
subcultivos de mesencéfalo ventral de 13.5 dpc, con 50,000 (A) y 10,000 (B) células por pozo,
se mantuvieron con EGF 100ng/ml por 1 6 6 dias respectivamente, se realizaron 3 lavados y se
pusieron las condiciones correspondientes {medio definido 6 N-Shh 5ug/ml) por los periodos de
tiempo indicados (hrs), al término de los cuales se recolectaron las células, se purificé el RNAy se
realizaron los RT-PCR tomando muestras a los 30,35 y 40 ciclos. El tiempo cero (t0) representa a
las células después del periodo con EGFy antes de las diferentes condiciones. Cada muestra
equivale a un carril y por lo tanto cada condicién esta representada por 3 carriles continuos. Se
detectaron los RNAms de Hprt, Shh, Ptc, Smo, Glit, Gli2, y Gli3. En los carriles finales se muestran
los controles negativo y positivo de la reaccion de PCR. Para el control positivo se utilizé cDNA de
cerebelo P4. Se muestra fotografia de un gel de agarosa al 2.5% tefido con bromuro de etidio. La
figura es representativa de dos experimentos independientes.
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bFGF y N-Shhr no cooperan para inducir la expresion de Gli1, Ptc y Shh
en CPNs,

Para evaluar de manera mas exhaustiva la probable interaccion de bFGF en la induccién
transcripcional de los genes de respuesta de Shh, realizamos un subcultivo usando
condiciones similares a las anteriormente expuestas. Las células de la neuroesfera se
disgregaron y se sembraron a una densidad de 50,000 ¢é 10,000 células por pozo en
presencia de EGF por 1 6 6 dias respectivamente. Al término de dicho perfodo de tiempo
se elimind el factor y se agregd bFGF 10 ng/ml + Ni-‘Shh:'r a 5ug/ml 6 en el caso de la
curva control sélo bFGF 10 ng/ml. A partir de ese momento considerado tiempo cero
(10) se tomaron muestras a las 1, 2, 4, 8 y 24 horas.Al analizar la presencia del RNAm
de los diferentes genes blanco de Shh, encontramos que al igual que en el experimento
anterior Smo se expresa de manera constitutiva en casi todos los casos, con excepcién
de la condicidn de bFGF + Shh, comportamiento similar para ia expresién de GI/i3 (figura
2). Asi mismo Ptc se expresa de manera mas enriquecida en la condicion en donde se
promovié la generacién de monocapa. Sin embargo, no logramos inducir la expresion de
Gli1, Gli2 ni de Shh en ningun caso (Figura 2).

Lo anterior nos indica que la combinacién de bFGF y N-Shhr en las CPNs en
nuestras condiciones de cultivo no promueve la induccién de Gli1, factor considerado
como uno de los principales mediadores de la respuesta a Shh y que se ha reportado es
inducido transcripcionalmente por éste. Tampoco se observé la induccion de la expresion
de Shh vy Ptc, otros dos marcadores de la activacién de la via de transduccién mediada
por Shh , inequivoco éste ultimo hasta el momento. Otras posibilidades por las que no
pudiéramos estar observando .una induccion es porque el N-Shhr no fuera lo
suficientemente activo o no se estuviera presentando de la manera correcta a las células

hipotéticamente respdnSiVés.:‘ ‘
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Fig. 2 Curva temporal de Shh + bFGF sobre precursores neurales en cultivo. Se
realizaron subcultivos de mesencéfalo ventral de 13.5 dpc, con 50,000 (A) y 10,000 (B) células
por pozo, se mantuvieron con EGF 100ng/ml por 1 ¢ 6 dias respectivamente, se realizaron 3
lavados y se pusieron las condiciones correspondientes (bFGF 10ng/ml 6 bFGF 10ng/ml + N-Shh
5ug/mi) por los periodos de tiempo indicados (hrs), al término de los cuales se recolectaron las
células, se purifico el RNA y se realizaron los RT-PCR tomando muestras a los 30,35 y 40 ciclos. B
tiempo cero (t0) representa a las células después del periodo con EGF y antes de las diferentes
condiciones. Cada condicion esta representada por 3 carriles continuos. Se detectaron los RNAms
de Hprt, Shh, Ptc, Smo, Gli1, Gli2, y Gli3. En los carriles finales se muestran los controles negativo
y positivo de la reaccion de PCR. Para el control positivo se utilizé cDNA de cerebelo P4. Se
muestra fotograffa de un gel de agarosa al 2.5% tefiido con bromuro de etidio. La figura es
representativa de dos experimentos independientes.
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El Shh procesado en células 273T es mas activo que el N-Shh
recombinante.

Con anterioridad se ha descrito que durante el procesamiento que se lleva a cabo para
generar el fragmento N-Shh biolégicamente activo, la proteina sufre dos modificaciones
post-traduccionales que le dan propiedades particulares de localizacién y actividad.
Ambas consisten en la adiciéon de moléculas hidrofébicas que promueven el anclaje de la
proteina a la membrana extracelular. La primera de ellas es el colesterol que al momento
de realizarce el autocorte se une al extremo carboxilo del fragmento amino liberado. La
otra es un &cido palmitico que se incorpora después del autoprocesamiento en el
extremo amino del mismo fragmento amino. Estas:caracteristicas hacen que una buena
parte de la proteina quede asociada, a Ia‘m‘éhwt;lfan.a ‘muy probablemente en zonas

lipidicas especificas (Porter et al.,1996).  Si argo todos los efectos a distancia

conocidos son atribuidos a ciei’rtétcantldad d Shh soluble secretado al medio
extracelular. Actualmente se posttj‘la;q e-las. mi mas modificaciones lipidicas pudieran
estar involucradas en el transporte extrﬁayc‘eVIUla’r_;d@ék Shh promoviendo la formacién de
micelas (Zeng et al., 2001). Al mismo tiempo" IéS' proteinas que permanecen en la
membrana pudieran estar siendo presentadas a las células blanco de una manera
especifica para la generacidn de respuestas celulares dependientes de contacto. De
manera adicional se ha descrito que la molécula de palmitato esta involucrada en
aumentar la actividad de la proteina hasta 30 veces mas (Pepinsky et al., 1998). Todo lo
anterior resalta la relevancia del procesamiento postraduccional de la proteina para la
generacion de algunas respuestas especificas.

El fragmento amino de Shh utilizado hasta este momento en nuestros
experimentos, es obtenido como proteina recombinante a partir de construcciones que
solo tienen el fragmento de cDNA que lo codifica. De tal manera que el N-Shhr producido
no posee las modificaciones postraduccionales. Para evaluar si estas modificaciones son
determinantes en generar una respuesta celular, empleamos un sistema de produccion
de Shh que consiste en la recoleccion de medio condicionado de celulas de mamifero
(linea celular 293T) que fueron previamente transfectadas con un plasmido que contiene
la regiéon codificadora completa de Shh bajo un promotor constitutivo. En este
sobrenadante se encuentra presente el fragmento amino de la proteina con las

modificaciones postraduccionales que io vuelven mas activo. Para evaluar la actividad
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biolgica del sobrenadante y compararla a su vez con la actividad del N-Shhr, utilizamos
un bioensayo en el que se emplea una linea celular de osteoblastos (10T1/2) que
diferencia a osteocitos en presencia ‘de Shh. Dicho evento se acompafia de la expresion
de la fosfatasa alcalina. La aqtivldad enzimatica de esta proteina. nos permite evaluar la
respuesta inducida por el Shh al que fueron expuestas las células mediante una reaccién
enzimatica colorida. De esta manera obtuvimos sobrenadante de células 293T
transfectadas con pRK5-Shh y sobrenadante control de células transfectadas con el
vector pRK5. Para estimar su actividad 100 ul del sobrenandante se agregaron a un
voliumen total de 500 ul sobre 10,000 células 10T1/2, y al mismo tiempo se agregaron
distintas concentraciones de N-Shhr en pozos paralelos bajo las mismas condiciones de
cultivo. Al término de 6 dias las células se fijaron y se procesaron para revelar la
actividad de fosfatasa alcalina. Asi determinamos que la actividad del Shh procesado
presente en 100 ml de medio condicionado es mucho mayor que usando el factor
recombinante a una concentracion de 5 mg/ml (Figura 3). Esto nos sugiere que en
nuestro sistema se estd produciendo el Shh modificado adecuadamente para tener una
actividad biolégica mayor que el recombinante, y que por lo tanto contamos con un

procedimiento para producir un Shh mas activo.
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10ut sn Shh 100ul sn Shh

100ul sn control Tul sn Shh

Fig. 3 Comparacion de la actividad biolégica de N-Shh recombinante y del medio
condicionado con Shh. Se obtuvo medio condicionado de las células 293T transfectadas de
manera transitoria con los plasmidos pRKS5-Shh ¢ pRK5 (plasmido control). Dicho sobrenadante se
agregdé a un cultivo de células C3H10T1/2 en proporcion de 1:500 (tul), 1:50 (10ul) y 1:5
(100ul). En pozos paralelos se agregd el N-Shh recombinante a una concentracién de Oug/ml
(condicion control), 0.05ug/ml, 0.5ug/ml y 5ug/ml. Al término de 6 dias de cultivo las células se
tineron para revelar la actividad de fosfatasa alcalina. La figura es representativa de tres

experimentos independientes.
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El medio condicionado que contiene Shh procesado no induce la expresion
de Gli1, Ptc y Shh en las CPNs.

Una vez que se contdé con una preparacion de Shh que indujo una diferenciacién eficiente
de la linea 10T1/2 se evalud en nuestro sistema experimental. Para tal efecto se llevé a
cabo un subcultivo similar a los descritos previamente. Este cultivo se mantuvo 6 dias en
presencia de EGF para permitir el crecimiento y la diversificacién de la pobilacion, al
término de los cuales se retiré el factor y se agregaron 100 ml de medio condicionado
con Shh 6 medio condicionado control y por &ro lado N-Shhr 5§ mg/ml- 6 medio definido.
Después de 24 horas de cultivo Ias‘célyu:las de todas las condiciones se recolectaron para
su evaluacion posterior por medio_qéf RT-PCR.

En este cultivo Smoy Pté se expresaron de manera importante en todas las
condiciones (Figura 4). Sin embargo, no logramos inducir de manera significativa la
expresion de Shh y Gli1 en ninguna de las condiciones en donde agregamos Shh. Es
importante sefalar que logramos detectar- una expresién basal tenue de ambos RNAm
en las condiciones controles con medio definido y con EGF, lo que hace notar que en
ambas condiciones con medio condicionado pudiera haber incluso una inhibicién de esta
expresién basal. La produccién del medio coridicioriado se realiza en presencia de suero
fetal de bovino al 10%, lo que resulta en un 2% final- de suero sobre Idé precursores
neurales al momento del cultivo. Varios grupos de investigacion han utilizado esta
concentracién de suero para inducir la diferenciacion. de CPNs, por lo tanto el efecto
anterior observado pudiera deberse a la accién del suero mas que al Shh agregado.

Por lo tanto de este experimento concluimos que las células precursoras neurales
capaces de generar neuroesferas en presencia de EGF,y la poblacion celular que se
diferencia a partir de éstas, no son capaces de responder al N-Shhr, ni al Shh procesado
en células de mamifero. Como se menciond con anterioridad, cabe la posibilidad de que la
respuesta fuera dependiente de contacto, y que por lo tanto la presentacion de Shh a la
célula blanco y la concentracion local pudieran ser relevantes para la generacién de la
misma. Por este motivo se decidié emplear un vector adenoviral capaz de inducir la

sobreexpresion de Shh en las CPNs.
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Fig. 4 Cultivo de CPNs de MV 13.5 dpc en presencia de medio condiclonado. Se
realizé un subcultivo de mesencéfalo ventral de 13.5 dpc, con 10,000 células por pozo, se
expandieron las células con EGF 100ng/ml por 6 dias, se lavaron 3 veces y se pusieron las
condiciones correspondientes: EGF (24 hrs), medio definido (md), N-Shh Sug/ml (shh), medio
condicionado con Shh (sn Shh) 6 medio condicionado contro! (sn pRKS) por 24 horas, al término
de las cuales se recolectaron las células, se purificé el RNAy se realizaron los RT-PCR tomando
muestras a los 30,35 y 40 ciclos. El tiempo cero (t0) representa a las células después del periodo
con EGF y antes de las diferentes condiciones. Cada condiciéon esta representada por 3 carriles
continuos. Se detectaron los RNAms de Hprt , Shh, Ptc, Smo, Gli1 y Gli3. En los carriles finales se
muestran los controles negativo y positivo de la reaccion de PCR. Como molde para el control
positivo se utilizd ¢cDNA de cerebelo P4. Se muestra fotografia de un gel de agarosa al 2.5% tefido
con bromuro de stidio. La figura representa datos de un experimento.
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Un adenovirus que sobreexpresa Shh genera una actividad tres ordenes de
magnitud mas alta que la del medio condicionado con Shh procesado.

Como se menciond anteriormente, las modificaciones hidrofébicas que posee el factor
producido in vivo lo mantienen principalmente asociado a la membrana, probablemente
en zonas lipidicas especificas. Esta ubicacion es posible que influya en la manera de
como es presentado Shh a la célula blanco, y pudiera ser relevante para la generacién de
una respuesta celular especifica. Durante el desarrollo del Sistema Nervioso Central el
Shh producido en la notocorda genera respuestas especificas en el mesencéfalo ventral,
algunas de ellas dependientes de contacto (Echelard et al., 1993; Roelink et al., 1994,
1995; Ericson et al., 1996). Para evaluar esta posibilidad, empleamos un adenovirus
capaz de sobreexpresar Shh de manera enddgena en el cultivo. De esta manera las
células se encontrarian expuestas a una concentracién 6ptima del factor producido, y
presentado por ellas mismas a sus células vecinas.

Al analizar la actividad biolégica del adenovirus y comparandola con la del medio
condicionado en el bioensayo sobre la linea celular de osteoblastos 10T1/2,
determinamos que el adenovirus posee una actividad/volumen, de 3 érdenes de
magnitud por encima de la del sobrenadante (Figura 5), lo que resulté ventajoso ademas

para disminuir el efecto del suero fetal de bovino sobre las CPNs.
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Fig. 5 Comparacion de la actividad biolégica del Ad. Shh y el medio condicionado
con Shh. Se sembraron 10,000 células C3H10T1/2 por pozo y se infectaron con las siguientes
cantidades de Adenovirus-Shh: Oul (control), 0.001ul, 0.01ul y 0.1ul por 1hora en un voiitmen de
200ul de medio completo, después de dicho tiempo se completd el volimen a 500ul totales.
Pozos paralelos se cultivaron en presencia de diferentes volumenes de medio condicionado con
Shh (1, 10 6100ul) 6 con medio condicionado control (100ul). Al término de 6 dias de cultivo las
células se tiieron para revelar la actividad de fosfatasa alcalina. La figura representa datos
experimentales de cuatro experimentos independientes.
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Las células del mesencéfalo ventral no responden a Shh.

Ya que corroboramos la actividad bioldgica del adenovirus lo ensayamos en nuestro
sistema experimental. En esta ocasidon nuestra aproximacién a la bisqueda de-las ée’lulas -
que responden a Shh fué realizada en un cultivo primarioc de mesencéfalo ventral .de 13.5
dpc. Reportes previos por otros grupos de investigacién demostraron. que en -el
mesencéfalo existe una poblacién celular que responde a Shh induciendo la ex'p_resi'én de
algunos genes de diferenciacion neural: como TH, FP3/FP4 y Hnf3b, marcador“de"
neuronas dopaminérgicas el primero y de células de la placa del piso los Ultimos (Hynes
et al, 1995; Ericson et al, 1995, 1996). Por esta razdn era de esperarse que en el
mesencéfalo ventral se encontrara presente la poblacién celular que en respuesta a Shh
activara la expresion de los genes de la cascada de sefializacion intracelular conocidos.
Esta poblacién celular pudiera no ser la que estamos amplificando con EGF. Por tal
motivo decidimos evaluar la respuesta de las células del mesencéfalo ventral en un
cultivo primario, con la idea de mantener todos los tipos celulares que estan en el tejido
intacto. Consideramos que en este cultivo estédn presentes tanto las células que
proliferan con EGF, asi como las que no responden a este factor pero que coexistc_en con
ellas en el mesencéfalo. Estas Ultimas pudieran ser las que responden o median la
respuesta de Shh.

El cultivo primario del mesencéfalo ventral se llevé a cabo a una densidad de
500,000 células por pozo. Al momento del sembrado, las células fueron expuestas a las
siguientes condiciones experimentales: infectadas con el Adenovirus (Ad) productor de
Shh, Shh con o sin ciclopamina (inhibidor especifico de la cascada de Shh); con un Ad.
Control; sélo, 6 con ciclopamina; con el vehiculo de la ciclopamina (etanol) 6 sélo con
EGF. Las células se mantuvieron en esas condiciones por 24 horas. Al término de dicho
tiempo se recolectaron las muestras para evaluar por medio de RT-PCR la expresion de
los diferentes genes involucrados en la cascada de Shh.

En este cultivo logramos sobreexpresar Shh en las condiciones que fueron
infectadas con el Ad.Shh (Ad.Shh sélo o con ciclopamina) (Figura 6). Sin embargo no
logramos inducir la expresidon de los genes de respuesta esperados como son Gli1y Ple.
Al mismo tiempo pudimos ver que Gl/i2 no se expresa mientras que GIi3 lo hace en todas

las condiciones, aunque en esta ocasidén de manera muy baja, ambos comportamientos
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equivalentes a los observados en los experimentos descritos previamente con las CPNs,
De manera paralela a la deteccion .de estos marcadores, medimos. la expresién de dos
genes que determinan el eje dorsoventral en el tubo neural in vivo yréuy‘a expresion es
regulada por Shh positiva (Nkx2.2) o negativamente (Paxé‘). Como se puede apreciar en
la figura 6, los niveles de expresién de ambos genes en nuestro sistema son muy altos.
Lo mas relevante fue que la sobreexpresion de Shh o el uso de ciclopamina no modifica
los niveles de expresiéon en ninguna direccidén. En el caso de ciclopamina esto sucede a
pesar de que el nivel de expresién de Ptc y Shh enddgeno disminuye.

Del experimento anterior pudimos concluir que las células presentes en el
mesencéfalo ventral de 13.5 dpc cultivadas en forma disgregada no responden a Shh.
Esto puede deberse a que es necesaria la integridad del tejido en donde pudieran estar
presentes microambientes que modulen o participen en desencadenar la respuesta a
Shh. Por este motivo decidimos realizar explantes del tejido completo. Sistema
experimental utilizado por varios grupos de investigacién donde se han reportado
efectos de diferenciacién inducidos por Shh. Al mismo tiempo, teniendo en consideracion
los efectos de ciclopamina al disminuir los niveles de Ptc y de Shh enddgeno y no afectar
los de Pax6 y Nkx2.2 es posible sugerir que las células se encuentran en un estado
avanzado de diferenciacion. Por eso consideramos conveniente hacer el siguiente analisis

en un estadio mas temprano de desarrollo.
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Fig. 6 Sobreexpresion de Shh en células primarias de Mesencéfalo Ventral de 13.5
dpc. Se realizé un cultivo primario de 500,000 células por pozo. Pozos independientes se
sometieron a diferentes condiciones de cultivo todas en presencia de EGF 100ng/ml por 24 horas.
La condicion control permanecid sélo con EGF. Se infectd un pozo con 30ul del Ad. Shh sélo 6 con
ciclopamina, otro con 30ul del Ad. Control, otro sélo con ciclopamina y finalmente otro permanecié
con el vehiculo (etanol). Al término del cultivo se recolectaron las células, se purifico el RNA y se
realizaron los RT-PCR tomando muestras sélo a los 40 ciclos. Se detectaron los RNAms de Hprt,
Shh, Ptc, Smo, Gli1, Gli2, Gli3, Nkx2.2 y Pax6. En los carriles finales se muestran los controles
negativo y positivo de la reaccion de PCR. Para el control positivo se utilizd cDNA de cerebelo P4.
Se muestra fotografia de un gel de agarosa al 2.5% tefiido con bromuro de etidio. La figura
representa datos de un experimento.
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A los 10.5 dpc existen células del mesencéfalo que responden a Shh
endégeno cuando se encuentran en su entorno natural, efecto que se
pierde cuando son disgregadas.

Reportes previos realizados por otros grupos de investigacion muestran que en etapas
tempranas del desarrollo del Sistema Nervioso Central estan presentes las células
capaces de responder a Shh generando la expresion de diferentes genes de respuesta
como son Nkx2.1 y Gsh2 (Rallu, M, et al, 2002) o aumentando la expresién de
marcadores neuronales especificos como-Is|-1 (p‘uqon, R. et al, 1999). Lo anterior indica
que las células que responden a Shh pudieran‘sér precursores enriquecidos en etapas
tempranas del desarrollo. Tomando en cuenta lo anterior, las evaluaciones subsecuentes
las realizamos con mesencéfalos obtenidos de embriones de 10.5 d pc.

Al mismo tiempo, y con la idea de evaluar si la integridad del tejido es
determinante para la activacidon de la cascada de sefializacion por Shh en el mesencéfalo
cultivamos explantes de tejido de la misma etapa de desarrollo. Cabe mencionar aqui que
la mayoria de los reportes experimentales donde se describen efectos producidos por
Shh han sido evaiuados en tejidos cutivados (Dutton, R. et al, 1999; Dahmane et al,
1999; Dahmane et al, 2001) o en el individuo completo (Rowitch, D. et al, 1999; Rallu,
M. et al, 2002) lo que apoya la idea ya planteada con anterioridad también por otros
grupos de trabajo, de la necesidad de sefiales adicionales al estimulo de Shh en la
generacion de respuestas celulares especificas. En este punto nuestro interés se centro
en evaluar la expresion de los transductores de Shh: Gli1 y Gli2 principalmente.

Para cumplir con el objetivo anterior realizamos un cultivo primario de
mesenceéfalo completo de 10.5 d. pc al tiempo que cultivamos explantes de tejido
equivalentes en las mismas condiciones. Para el cultivo primario se sembraron 500,000
células por pozo que se mantuvieron por 24 horas en presencia de EGF. En el caso de los
explantes se cultivaron por el mismo periodo de tiempo en las mismas condiciones (con
EGF) ademas de que evaluamos el efecto de la ciclopamina en una condicién, y en otra la
del vehiculo (etanol). Al término del cultivo se recolectaron las muestras para su analisis
por RT-PCR.

El resultado obtenido en el cultivo primario fue similar al generado con células de
13.5 dpc. Los niveles de expresion son altos para Shh, Ptc, Nkx2.2 y Pax 6 (Figura 7A).

No logramos detectar la expresion de Glily como en los cultivos anteriores, Gli2
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tampoco estd presente. En el caso de los explantes es de gran relevancia sefialar la
expresion importante de todos los marcadores evaluados: Shh, Pic, y el mas relevante
Gli1, en el control con EGFy en la condicién con etanol vehiculo de la ciclopamina. En
este Ultimo se evaluaron ademas Gli2, Nkx2.2 y Pax6-que.se expresan también de
manera abundante (Figura 7B). En la figura 8 se muestra que el patréon de expresién de
Shh y Gli1 (detectado por hibridacion in situ) se conserva aun despues de cultivar los
explantes por 24 horas, contrariamente a lo que ocurre'ai cultivar las células disgregadas
por el mismo periodo de tiempo. En este  mismo-experimento observamos que la
ciclopamina tuvo un efecto negativo sobre la 'exbreél/BnA enddgena de Gli1 y Pic, lo que va
de acuerdo con los efectos reportados de la c,lclop‘émina como un inhibidor de la via de
transduccién de Shh (Figura 7B). Este resultado fue - reproducido en dos muestras
independientes adicionales no mostradas y noé indica que Shh enddégeno regula
positivamente la expresidon de Gli1 y Ptc'y por lo tanto la activacion de la cascada.
Analizando estos resultados en conjunto con los experimentos realizados en
cultivos primarios donde la expresion de Glit1 se abate. Es posible sugerir que existe la
participacién de elementos adicionales indispensables, como podria ser el contacto
celular o factores tréficos particulares, para la activacion de la cascada de sefializacion

por Shh y por lo tanto la expresion de Gli1 y Ple.
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Fig. 7 Cascada de senalizacion por Shh en células primarias de Mesencéfalo de
10.5 dpc en cultivo primario y en explantes. Se realizé un cultivo primario de
500,000 ceélulas por pozo en presencia de EGF 100ng/ml por 24 horas (A) al mismo tiempo
que se cultivaron explantes de mesencéfalo completo de 10.5 dpc (B) con EGF 100ng/m! por
24 hrs, con ciclopamina 6 so6lo con el vehiculo de la ciclopamina (etanol). Al término del
cultivo se recolectaron las células 6 tejidos, se purifico el RNA y se realizaron los RT-PCR
tomando muestras a los 30,35 y 40 ciclos. Cada condicion esta representada por 3 carriles
continuos. Se detectaron los RNAms de Hprt, Shh, Ptc, Gli1, Gli2, Nkx2.2 y Pax6. En los
carriles finales se muestran los controles negativo y positivo de la reaccion de PCR. Ppara el
control positivo se utilizo cDNA de cerebelo P4. Se muestra fotografia de un gel de agarosa al
2.5% teilido con bromuro de etidio. La figura representa datos de dos experimentos
independientes.

FALL,
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Fig. 8 Patron de expresion de Gli1 y Shh en tejido sin cultivar y en explantes de
10.5 dpc. Hibridacion in situ contra Shh (A y B) y Gli1 (C y D)de mesencéfalo completo de 10.5
dpc en piezas de tejido sin cultivar (A y C) y en explantes cultivados por 24 horas (B y D). Los
tejidos usados para los explantes fueron abiertos por la regién ventral (partes laterales en la

fotografia mostrada).
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DISCUSION

En el presente trabajo nuestro lnteres se centro prmmpalmente en evaluar la respuesta

de CPNs a Sonic Hedgehog- (Shh) Shh' s Vuna protema cuya actividad morfogenética es

indispensable para el estableciml nto del patron D- V durante el desarrollo embrionario

del SNC, ademas, se. le atnbuye a-ind ién de .los. distintos fenotipos ventrales a lo

largo del tubo neural Lo; anteriokr lndlca que una misma molécula es capaz de inducir

_la generacion, de | | res dependlendo del contexto celular en el que
actie y- resalta Ja: |mportanc|a ’de conocer 'su mecanismo de accién celular.

Expenmentos obtemdos en nuestro laboratorio mostraron que las CPNs
multipotentes‘,expandida_s in vitro. con ayuda del factor de crecimiento epidérmico EGF
son muy témpranas 'e‘n,‘ el desarrollo y conservan la capacidad de dar origen a los dos
linajes del SNC; el glial y el neuronal (Santa-Olalia, and Covarrubias,1995a). Al mismo
tiempo se observé que estas CPNs pueden generar fenotipos neuronales terminales tal
es el caso del dopaminérgico, que resulta ser uno de los inducidos por Shh “in vivo’™.
En nuestro sistema, la diferenciacion hacia este tipo celular parece requerir de sefales
adicionales, una de las cuales podria ser Shh ya que el fenémeno es aleatorio (Santa-
Olalia, and Covarrubias, 1995b). Un analisis posterior también realizado por nuestro
grupo de trabajo demostré que estas células expresan el RNA mensajero de Ptc y Smo,
ambas moléculas transmembranales involucradas en la recepcion y transduccién de la
sefnal de Shh. Lo anterior nos hizo proponer que las CPNs podrian responder a Shh
regulando la expresidon de sus genes blanco como los factores transcripcionales Gilis.

Dentro de las estrategias utilizadas para exponer las células en cultivo al
estimulo de Shh se incluyeron tres preparaciones de N-Shh biologicamente active que
han sido empleadas. La primera de ellas consistid en usar el péptido N-Shh recombinante
cuya actividad bioldgica ha sido comprobada en algunos sistemas biolégicos como por
ejemplo,la induccién del establecimiento del patron D-V de las somitas en explantes de
mesodermo de ratén (Fan et al., 1995), la generacién de la placa del piso y
motoneuronas Islet 1+ en explantes de placa neural de pollo (Marti et al, 1995, Roelink
et al, 1995) y el establecimiento del patrén A-P en las extremidades de pollo (Lépez-
Martinez et al., 1995), entre otros. Alternativamente se obtuvo medio condicionado con
N-Shh en una linea celular de mamifero que lo expresa de manera transitoria, éste

procedimiento ha sido utilizado para inducir neuronas TH+ en explantes de rata (Hynes
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et al,, 1995) y para inducir marcadores ventrales como Nkx2.1, Nkx2.2 y Isl-1 en una
linea de células. neuroepiteliales de ratén (Nakagawa et ,al.'.b1996). El N-Shh que posee
dicho sobrenadante contiene las modificaciones lipidicas que ‘Io hacen hasta 30 veces
mas activo (Pepinsky - et al., 1998). -La activird'a'd de nu'estro' sobrehadanterfué

corroborada previamente en el laboratorio utilizando un bioensayo de diferenciacion.

Como ultima estrategia, empleamos un adenovirus que permite sobreexpresar Shh '

bioldgicamente activo en nuestro sistema. Este vector adenoviral se utilizé previamenté
para inducir la expresion local transitoria - de Shh en la piel de ratones pqspgtales*y'se
observd la induccion de la fase de crecimiento del foliculo piloso en‘res'pqiéfsté: a Shh,
ot al, 1999).

Después de un analisis exhaustivo de! efecto de Shh en las‘CPl‘\;l;s del ‘hﬁésencéfalo

acomparfada de un incremento en el RNA mensajero de Ptc y Glit (Sa‘tg

utilizando las herramientas antes mencionadas, observamos que N{Shh‘no induce la
expresion de Glil ni de Gli2 en células disgregadas, o la represion ae Gli3 y Pax6. Sin
embargo, logramos demostrar que la expresién de algunos marcadores de la via de
transduccion de Shh es regulada por Shh endégeno cuando la medimos en explantes de
tejido completo. Esto nos hace proponer que en el tejido integro estan presentes
moléculas adicionales necesarias para la generacién de una respuesta celular y que muy

probablemente se estan perdiendo en nuestras condiciones de cultivo.

Shh no induce la expresion de los Glis en CPNs

Los efectos de Shh durante el desarrollo del SNC se han caracterizado por el aumento
en la expresién de proteinas de diferenciaciéon de la placa del piso como HNF3b, FP3 y
FP4 (Roelink et al., 1994; Hynes et al., 1995; Ericson et al.,, 1995) o de motoneuronas
como Isl-1 y Isl-2 (Roelink et al 1994; Ericson et al.,, 1995). La evidencia mas sdlida
de la participacién de Shh en el SNC se ha obtenido del estudio del ratéon con la mutacion
nula. Los estudios revelaron que en ausencia de Shh se evita la generaciéon de la placa
del piso y se afecta de manera importante la diferenciacion de los fenotipos ventrales a
lo largo de todo el tubo neural, siendo los efectos mas dramaticos en la region del
telencéfalo (Chiang et al., 1996). Estos cambios son acompanados de la reduccion en la
expresion de Gli1 y Ptc (Litingtung and Chiang, 2000). Asi mismo se ha reportado la

induccion de la expresion del RNAm de Gli1 por Shh en experimentos de sobreexpresion
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ectépica en una linea celular neuronal de rata (Sasaki et al., 1997), en el tubo neural
dorsal de un ratén;.trahsgénico q'ue‘sobreexpresa N-Shh.en el dia E14 (Hyne’s et al,
1997) o cuando‘éé'séb:ré: ‘ebxpfesa' la regién codificadora éompleta de Shh a parﬁr de Ios
10 d. pc en el tubdf héu}al—d'dféal a-nivel de la médula (Rowitch et al.,~1999),- asi corﬁb en -
embriones de rana én el estadio de placa neural (Lee et al., 1997). También se ha
descrito que el péptido. recombinante N-Shh es capaz de inducir la sobre exprésién del
mensajero de Gli1. en células cerebelares de ratén posnatal (P8) en cultivo (Wechsler-
Reya and Scott, 1999), ~en explantes cultivados del- mesencéfalo dorsal de ratén P3
(Dahmane et al., 2001) y del cerebelo de raton y pollo (Dahmane and Ruiz i Altaba,
1999; Dahmane et al.,, 2001). De manera relevante se demostré que la expresion
ectopica de Gli1 en el mesencéfalo dorsal puede desencadenar las mismas respuestas
que la aplicacion de Shh (Hynes et al., 1997). Las evidencias anteriores Illevaron a
concluir que Gli1 es el principal efector intracelular de la cascada activada por Shhy nos
llevan a postular que dado que las CPNs cultivadas in vitro en nuestro sistema expresan
las moléculas receptoras de la senal debian responder a Shh induciendo la expresién de
Gli1,

Shh es capaz de regular la actividad de los tres Glis de manera distinta y a
diferentes niveles, produciendo factores transcripcionales con diferentes funciones,
algunas de elias no intercambiables. A nivel transcripcional Shh induce la expresién de
Gli1 (Lee at al.,, 1997) vy la de Gli2 (Ruiz i Altaba, 1998), mientras que reprime la de
Gli3 (Ruiz i Altaba, 1998; Marigo et al., 1996). Por otro lado, a nivel postraduccional
Gli2 y Gli3, pero no Gli1 pueden ser procesados para generar una proteina represora. H
procesamiento para generar la forma activadora de Gli2 y la represora de Gli3 depende
de Shh, mientras que la generacién de la forma represora de Gli2 no requiere de shh
(Aza-Blanc et al., 2000; Dai et al., 1999; Wang et al., 2000). El hecho de que los Glis
sean regulados diferencialmente por Shh brinda la oportunidad de que una sola molécula
senalizadora pueda desencadenar distintas respuestas celulares ya sea en el mismo o
diferente tejido. Nosotros detectamos una expresion diferencial de los RNAmM que
codifican para los Glis en las CPNs., En las condiciones de referencia se expresa
normalmente el mensajero de Gli3 pero no los de Gli1 y Gli2. En presencia de Shh no
logramos inducir la expresién del mensajero de Gli1 y Gli2 mientras que el de Gli3 lo

encontramos en la mayoria de las condiciones sin lograr reprimirlo. A este respecto
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cabe la posibilidad de que Shh esté regulando de manera postraduccional a Ia molécula
protelca de Gli3 generando principalmente la molécula represora como ya ha - sido

reportado (Dan et al 1999), manteniendo de ésta manera inhiblda Ia cascada de

senahzac:on en. éstas células. Algo muy importante- es- que se en\contr —'que Glit no

resulta ser un factor indispensable para la sefalizacion por Shh durant | desarrollo del

SNC como era de esperarse dados todos los datos comem o largo de esta
discusion. Por un lado se sabe que con sdélo expresarlo ectopicamente es capaz de
reproducir las respuestas celulares atrlbuidas a Shh (Le ' 4997), pero por-el otro
se enconiré que el ratdn mutante que carece de_lg vfl‘J‘ng]‘o‘ d 4Vljr,.esﬂfenotfplcameme

normal (Park et al., 2000). Este dato .en_ un inicio. e,l;'e:squema bastante

"V’Shh y se amplié el

aceptado hasta entonces de que Gli1 era eI pnncupa efector‘
pancrama de manera que se. empezé a 8 3 pudiera ser el factor mas
relevante durante la respuesta a Shh en algunos sustemasv Apoyando ésta idea se
encontré que los mutantes para Gli2 mueren al nacer y tlenen severos defectos en el
desarrollo de la placa del piso y de las interneuronas aunque las motoneuronas,
localizadas en la parte ventral del tubo neural, se desarrollan aun en ausencia de placa
del piso (Ding et al., 1998; Matise et al., 1998). Esto muestra que Gli2 se requiere para
mediar la actividad de Shh en algunas regiones donde actia a altas concentraciones. Los
ratones mutantes de Gli2 también presentan otros defectos en estructuras cuyo
desarrollo también se le atribuye en gran medida a la accién de Shh, como el esqueleto y
los pulmohes (Mo et al.,, 1997; Park et al., 2000). La faita de placa del piso en los
mutantes de Gli2 indica que éste pudiera estar actuando abajo de la cascada de Shh
generando al menos algunos de los fenotipos ventrales atribuidos a la accién de Shh.
Teniendo en consideracién la informacién anterior es posible sugerir que existe una
redundancia en la actividad de Gli1 y Gli2 como por ejemplo, durante la generacién de
algunos fenotipos ventrales como el de la placa del piso y participacion diferencial en
otros como cuando Gli2 actua como un represor de los blancos de Shh. Nosotros no
logramos identificar una activacion transcripcional de Gli2 que nos sugiera una activacion
por Shh en las CPNs. En tal caso podriamos pensar que estas células estarian
respondiendo a Shh através de este efector intracelular. En lo que respecta a la funcién
de Gli3, los resultados han fortalecido la idea de que presenta una actividad que

antagoniza la funcién de Shh y viceversa. Se ha descrito que la sobreexpresion de Shh
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reprime la expresion del mensajero de Gli3 mientras que en ausencia de Gli3, Shh se
expresa ectdpicamente (Ruiz i Altaba, 1998). En‘el mismo' sehtido.‘los defectos
observados en el mutante de Gli3 se asemejan prlncipalmente ‘alos de ganancia de
funcién de Shh, lo cual indica. que la funcién de: GII3 es princnpalmente Ia de. repnmlr Ia— :

accion de Shh y evidencia una accién antagomca entre ambos (Hallu et al -2000;

Litingtung and Chiang, 2000). De manera: Interesante Ios dobles' mutantes para Shh Gli3

reestablecen la mayoria de estructuras afectadas" en cualquuera de Ias dos ‘mutaciones

por separado (Litingtung and Chlang, 2000) i
am| ostaa Shh evaluamos la posible

Para analizar de una manera ma

regulacién transcripcional sobr gériés que son regulados

transcripcionalmente por Shh de maner‘ rlmero y de manera negativa el

segundo. Encontramos que Shh no Iogra alte_ yr Ia expresién del mensajero de estos
genes en nuestras condiciones de cultivo: En vista de que tampoco se activa la expresién
de Gli1 y Gli2 ni se reprime la de Gli3, podemos conclmr que las CPNs no responden a
Shh, ya sea activando genes como Gli1-2,.NkX2.2, o reprimiendo G/i3y Pax6. Lo anterior
a pesar de que existen evidencias en el SN (Hynes et al., 1997) de que es posible activar
la via de sefalizaciéon por Shh de manera ectdpica. Asi se pone en evidencia la
complejidad con que la cascada de Shh es regulada durante el desarrollo. Lo que en un
inicio parecia ser una relacién causal entre algunos genes de respuesta como los Glis
resulta ser una red méas compleja de regulacién a distintos niveles. En este sentido, se
han descrito vias alternas que regulan respuestas originaimente descritas como
dependientes de Shh. Dentro de estas se ha descrito que el acido retindico participa en
la generacion de interneuronas en la parte ventral del tubo neural in vivo (Pierani et al.,
1999). Por otro lado, al caracterizar al mutante talpid3 en polio, el cual codifica para un
componente mas de la via de Shh, se demostré que este gen es indispensable para que
las células del mesénquima en la extremidad respondan a Shh. En las células que poseen
ésta mutacion, Shh no induce la expresion de Ptc y Gli1 al mismo tiempo que no reprime
la de Gli3. Ademas, en éste mismo mutante Shh induce la expresion de manera normal
de Fgf-4, Bmp y HoxD, genes cuya expresion es modulada positivamente por Shh. Esto
indica que muy probablemente Shh actiue sobre dos grupos de moléculas regulando su
expresion de manera independiente. Es decir para el caso de Ptc, Gli1 y Gli3 a través de

talpid3, mientras que la regulacién de Fgf-4, Bmp y HoxD seria por una via alternativa
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(Lewis et al.,, 1999). Otro ejemplo en el mismo sentido, constituye el hecho. qe que la
expresion del factor de transcripcion Il, que pertenece a la superfamilia 'de re‘cepfores de
hormonas esteroideas (COUP-TFII), no parece estar mediada por Gl|1 a pesar “de que
Shh induce su expresién. La regién promotora: de este. factor posee un- elemento de
respuesta que une un factor distinto a Gli1 que media la accién de Shh. Aunque la unién
de este factor a dicho elemento de respuesta es estimulada especificamente por Shh,
puede ser substituida por un tratamiento con fosfatasas, esto indica por lo tanto, que
Shh-N induce la defosforilacion de un factor que se requiere para la activacion de COUP-
TFII, identificando de esta manera una bifurcacién en la via de transduccion tradicional de
Shh (Krishnan, et al., 1997). Otros grupos de trabajo han caracterizado efectos como Ia
generacion de meduloblastomas en el cerebelo de ratones de 13.5 d pc al sobreexpresar
Shh en ratones mutantes nulos para Gli1. Al caracterizar los tumores generados en estos
ratones se encontré que se expresa el mensajero de Gli2 de manera similar a como se
expresa en los tumores inducidos en el raton silvestre. Esto demuestra que Gli1 no se
requiere para la formacién de meduloblastomas en respuesta a Shhy que probablemente
Gli2 sea el factor involucrado (Weiner et al., 2002). También se ha descrito que Shh
inhibe la adhesién y migracion de las células de la cresta neural. Esta inhibicion se lleva
acabo en cuestion de minutos, eé'feversible y no es antagonizada por forskolina ni
ciclopamina (inhibidores de la via de Shh) lo cual indica que Shh actGa de manera
independiente a la via de Ptc-Smo-Gli1. Durante este proceso, Shh pudiera estar
actuando a través de una interacciéon directa con moléculas transmembranales en el
espacio extracelular involucradas en los procesos de adhesidn y migracién celular como
las integrinas (Testaz et al.,, 2001) La idea de que las CPNs respondan a Shh por un
mecanismo independiente a Gli1 es apoyada también por datos obtenidos en el
laboratorio en donde se observé que la expresion ectépica de Shh en las extremidades
de ratén inhibe la muerte celular sin inducir la expresién de Gli1 (Hernandez and
Covarrubias, 2003, datos no publicados). Aunado a esto, grupos de trabajo como el de
Watanabe (Watanabe et al. 2000) y el de Rallu (Rallu et al. 2002) han encontrado que la
induccion de Ptc durante el desarrollo del SNC medio y anterior respectivamente
correlaciona con la expresion escaza o nula de Gli1 cuando Shh es sobreexpresado de
manera ectépica en estas regiones. Todos estos datos apoyan de manera importante

nuestro resultado de no induccion de Gli1 por Shh en las CPNs.
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Dado lo anterior no podemos descartar totalmente que nuestro sistema de
células precursoras del mesencéfald sea capaz de responder a Shh, porque podria
hacerlo a través de vias alternas a la de los Glis. Para lo cual seria primordial evaluar la
expresion de genes de diferenciacién como Hnf3p, FP3, FP4 y TH, que otros grupos han
utilizado para medir la respuesta a Shh de células neurales. También es necesario evaluar

respuestas celulares especificas como proliferacién, sobrevivencia y muerte celular.

Shh requiere de moléculas adicionales para desencadenar una respuesta
en las CPNs.

Otro dato importante encontrado durante la realizacion de éste trabajo experimental es
la relevancia de la integridad de! tejido para ia generacién de una respuesta celular a Shh.
Este hecho es de gran relevancia ya que aunado a la posibilidad de que las CPNs pudieran
estar respondiendo a Shh por una via alterna observamos que son necesarias otras
sefiales presentes en el tejido para la expresidn de los transductores mas conocidos
como Gli1 y Gli2. En estos experimentos es posible detectar la expresidon de los genes de
la cascada de Shh en el mesencéfalo completo cultivado como Shh, Pte, Glit y Gli2,
mientras que cullivos en paralelo en donde una poblacién celular equivalente se disgrega
pierde la expresion de dichos genes. Ademas, en el tejido intacto, la ciclopamina inhibe
la expresién de Ptc, Gli1 e incluso la de Gli2, lo que nos demuestra que existe una
poblaciéon celular que responde a Shh aun después de 24 hrs de cultivo y que se
encuentra reaccionando ante el estimulo de Shh enddgeno. Este resultado nos sugiere
que pudieran estar jugando un papel muy importante moléculas involucradas en
mantener la integridad del tejido como las proteinas de la matriz extracelular por
ejemplo. En este sentido y de manera reciente se describié la colaboracion de Shh con
moléculas de la matriz extracelular como la vitronectina. Se sabia que la vitronectina era
capaz de unirse a Shh y cooperar en la induccién de motoneuronas en la médula espinal
(Martinez-Morales et al., 1997; Pons and Marti, 2000). En el cerebelo se demostré que
participa durante el reposo de las células precursoras de la granulosa para dar inicio al
proceso de diferenciacion de las células de la capa germinal externa (Pons et al, 2001).
Por otro lado, otros grupos de trabajo han observado que la integridad del tejido puede

ser determinante para la generacion de fenotipos neuronales especificos en respuesta a
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Shh cuando. no logran indujcirl}os en células precursoras aisladas de la médula espinal
(Dutton et al, 1999). ' '

De mahéra’a;aiéidhal’ es posible que factores de’crecimiento sean requeridos para
la generacién de funa; réstésta éspecffica a -Shh;y <':|ue,'s"e:ést‘uvieran perdiendo duranté =
la disgregacioén ov que la adhesién celular fuera crivtica‘“ ;Sara él desarrollo o6ptimo dél
tejido.Existen reportes donde se ha demostrado qué Shh actia en combinacion conlp'ter:vs :
factores de crecimiento para inducir fenotipos,‘t‘:élulares terminales. Por ejetﬁpIO‘ Shh
secretado por la notocorda junto con-el-FGF8 prdducido localmente en-la frontera jeintre :
el cerebro medio y el cerebro anteribrr ‘inducen la diferenciacion de 'ﬁéurénas
dopaminérgicas, y cuando en la mismaylnﬁterseccién esta expresion es vpredyéglidéj por la
producciéon de FGF4, se genera una zona inductora de neuronas serotoninérgﬂicaiéi (Ye et k
al., 1998). Posteriormente, estos datos fueron apoyados por un trgbéjb- fioh células
troncales embrionarias en el que la combinacién de Shh + FGFé [dgré inducir la
produccion de neuronas dopaminérgicas (Lee et al., 2000). Por otro lado, se describié
que Shh actia en combinacién con Neurotrofina 3 (NT3) para Qenerar motoneuronas
Isl1+ en cultivos de precursores de médula espinal (Dutton, et al, 1999) lo que sugiere
que existe una cooperacién de Shh con NT3 durante la diferenciacion de las
motoneuronas in vivo. Estos datos apoyan la propuesta de que para que Shh induzca una

respuesta se requieren factores de crecimiento adicionales presentes en el tejido.

La senalizacion por Shh se complica: otros factores involucrados durante
la produccion, procesamiento y recepcion de la sefial.

De manera reciente se han esclarecido aspectos importantes de la cascada de
senalizacidon por Hh; se han caracterizado en mayor detalle las modificaciones lipidicas
que le ocurren durante su procesamiento e identificado moléculas involucradas en el
transito intracelular de Ptc y Smo.

Reportes recientes destacan la relevancia que podrian tener el colesterol y el
acido palmitico presentes en el péptido de Hh. Se ha descrito que la molécula de
colesterol anclada a Shh en vertebrados tiene un papel muy importante durante su
transito extracelular (Lewis et al.,, 2001). En este sentido se ha propuesto que dicha
modificacion lipidica participa en la formacion de micelas en multimeros de 6 proteinas

para transitar de manera extracelular y generar respuestas a larga distancia (Zeng et al.,
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2001). Se sabe que- estos compleJos Ilpoprotélcos se encuentran en muy baja

proporcién 'y que Ia mayona del Shh con colesterol queda asocuado a Ia membrana ‘muy

probablemente para generar respuestas de corto alcance Por otro lado -se ha descnto

que la adicién de la moléculav de:acido:-palmitic aumenta la- actuvndad de la prote[na hasta“

30 veces al medirla e
10T1/2 (Peplnsky5

proteina es esencnal parv:’

) Iawllnea celular de flbroblastos de ratén

, ‘De lgual manera se ldentmco que la acilacién de la
lnduccmn de tlpos ‘celulares neuronales especificos en el
cerebro- anterior - del ratén (Kohtz ‘et“al:;;"2001), mientras’ que "la ausencia de esta
modificacion no afecta la actlvidad de la protefna durante el desarrollo de las
extremidades (Lee et aI 2001) Esto pudiera estar reflejando variaciones en el grado de
actividad necesaria para su partlcipacion en diferentes procesos. En Drosophila se
caracterizé el gene Rasp, que codmca para una aciltransferasa transmembranal
involucrada especfflcamente en la transduccién de Hh. Se encontré que la ausencia de
ésta proteina no afecta lav ti’anscripcién, los niveles de proteina ni la localizacidn
intracelular de Hh si no cjue su actividad se limita Unicamente a la célula que lo produce
(Craig et al., 2002). Finalmente al ensayar la actividad del Shh de humano con diversos
residuos hidrofébicos en la cisteina del extremo NH2-terminal mediante ensayos in vivo
o in vitro se observo que hay un incremento de la misma de manera considerable en
presencia de estas modificaciones, lo que sugiere que es el grado de hidrofobicidad mas
que la naturaleza quimica de la proteina lo que determina su actividad (Taylor et al.,
2001). Con los datos anteriores podemos concluir que ambas moléculas lipidicas tienen
una funcion especifica dentro de la proteina, ya sea regulando su secrecion y movimiento
en el caso del colesterol o potenciando su actividad en el caso del acido palmitico. En
particular nosotros ensayamos varias preparaciones que consideramos poseen dichas
modificaciones, esto sdélo pudimos inferirlo al evaluar su actividad en el ensayo sobre la
linea 10T1/2, y con ninguna de ellas logramos inducir una respuesta celular en las CPNs.
A pesar de ello consideramos que los diferentes procedimientos de produccion de Shh
utilizados en este trabajo representan muy buenas alternativas de uso para el estudio de
los efectos de Shh.

Recientemente se han caracterizado otras proteinas involucradas en limitar el
rango de accion de Hh como Hip (Hedgehog interacting protein), glicoproteina unida a la

membrana identificada como un inhibidor de Hh en Drosophila (Chuang and McMahon,
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1999). Otra de ellas es GAS-1 (growth arrest specific | 1), uné proteina’ unida a
gllcofosfatidil-iynositol que también fue identificada como de unién a Shh e inhibidora. de
su via de seRalizacién (Lee et al., 2001). La proteina Megalina también se une a Shh,
‘ésta.molécula de la superfamilia de receptores a las lipoproteinas de baja dénéidad esta
involucrada principalmente en la regulacion de la endocitosis, por lo que se postula que
pudiera estar actuando como correceptor de Shh regulando su presentacién a Ptc. En
esta propuesta se considera que el encuentro de Shh y Ptc pudiera darse gracias a la
fusidon:-de vesiculas intracelulares que transportan a ambas moléculas por separado. Por
un Iado ti-:-l‘Shh'recibido en la membrana plasmatica y graciaé a su unién con megalina
eétar(a siéndp endocitado, mientras que Ptc se encontraria en transito vesicular de golgi
al espacio exfracelular. Es durante este transporte cuando se propone que ambos tipos
de vesiculas se encuentran y se lleva a cabo la fusién y la presentacion de Shh a Ptc.
(Bellaiche et al.,, 1998). En los ultimos afos se ha caracterizado también con mayor
detalle el comportamiento de las moléculas transmembranales receptoras de la sefal de
Hh. Ahora se sabe que Ptc regula negativamente los niveles de expresién de la proteina
Smo (Ingham et al.,, 2000). También se ha descrito que su transito por la membrana
celular es dinamico, por ejemplo que los niveles de Smo se incrementan en la superficie
celular en respuesta al estimulo de Hh, mientras que los de Ptc disminuyen (Denef et al.,
2000). Lo anterior pone en duda la relevancia de la interaccion fisica entre Ptc y Smo
reportada por Marigo et al (Marigo et al,1996a) y demanda un mayor andlisis de la
regulacién de ambas moléculas. Por otra parte, el transporte vesicular se ha implicado en
la via de senalizacion por Shh en vista que se ha identificado a Rab23, un miembro de la
superfamilia de proteinas de transporte vesicular que actua como un regulador negativo
esencial de la cascada de Shh durante la especificacion de los tipos celulares dorsales en
el tubo neural del ratén (Eggenschwiler et al.,, 2001). Finalmente se identificé un sitio
de uniéon de Shh a heparan en su extremo amino terminal como importante para la union
de Shh a HSPGs (proteoglicano de heparan sulfato) en las células granulares durante el
desarrollo del cerebelo de ratén. La interaccion de Shh con HSPGs es requerida para la
proliferacion tardia del cerebelo (Rubin et al., 2002).

La informacion recopilada en el parrafo anterior representa un breve panorama de
algunas de las moléculas involucradas en el procesamiento y presentacién de Shh a su

célula blanco descritas de manera reciente. Ahora sera necesario reconsiderar a aquellas
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que participen durante el kdesarrollo del SNC paniculérmente durante la proliferacion y
diferenciacién de las. CPNs para poder hacer un andlisis mas -amplio. de ia respuesta de
estas células a Shh. Con base en andlisis realizado durantél-”lé':eléborécién de este trabajo
podemos proponer que este sistema de cultivo-de CPNsInwtro “con-ayuda del factor-de
crecimiento EGF no es el adecuado para investigar la respuesta a.Shh, por lo tanto habra
que abordar el problema de manera mds |ntegrat1va utlllzando herramientas. que
mantengan las condiciones idéneas para el desarrollo y dlferenmacmn de las CPNs, como'

el empleo de tejidos integros en cultivo o de organlsmos completos
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CONCLUSIONES

En conclusién, en este trabajo demostramos que las Células Precursoras Neurales
expandidas con EGF obtenidas del mesencéfalo ventral -no son capaces de responder a
Shh expresando sus moléculas blanco mas caracterizadas como Gli1 y Ptc a pesar de que
expresan el RNAm de las moléculas transmembranales identificadas como necesarias
para la recepcion y la transduccién de la sefal de Shh; Ptc y Smo.

Para llevar a cabo la evaluacion de la respuesta de éstas células a Shh empleamos
3 estrategias de aplicacién. En los tres casos no logramos inducir la expresion del RNAm
de Gli1, sin embargo consideramos que dichas herramientas constituyen buenas opciones
para evaluar los efectos de Shh en otros sistemas.

A la par pudimos observar que la disgregacion del tejido abate la expresion
enddégena de @GIli1 y Gli2. Con ayuda de un inhibidor especifico de la cascada
comprobamos que en el tejido se encuentran presentes células capaces de responder a
Shh endégeno de manera especifica. Estos datos invitan a pensar que la integridad del
tejido es indispensable para la activacion de la cascada de transduccién de Shhy que la
disminucién de la expresion pudiera deberse a la pérdida de sefales especificas durante
la disgregacién del tejido.

En este punto no podemos descartar la posibilidad de que las células pudieran
estar respondiendo a Shh por un mecanismo independiente a Gli1 generando respuestas
especificas que sera necesario evaluar posteriormente. Como por ejemplo, la induccién
de la expresiéon de marcadores especificos de la placa del piso o de diferenciacion
neuronal, asi como eventos de muerte o proliferacion celular.

Finalmente proponemos que las evaluaciones posteriores de la respuesta de éstas
células a Shh deberan realizarse en sistemas integrales en donde se conserve el entorno
celular de manera lo mas similar posible a como se encuentran en el organismo completo
en desarrollo. Sdlo asi sera posible contar con todas las sefales necesarias para la

generacion de las respuestas celulares especificas.
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