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0 existe signo mds claro de locura que el de hacer lo mismo una
y otra vez y esperar resultados distintos”

- Albert Einstein-

“Si no nos perdemos nunca, tampoco encontraremos otros
caminos”

-Joan Littlewood-

Muchos de mis resultados fueron fruto del método del ensayo y error
(y en algunas ocasiones, al revés):

“Yo no me he equivocado, lo que pasa es que he tenido diez mil ideas
que no han funcionado”

- Benjamin Franklin-

“Equivoquese, equivoquese otra vez. Pero equivoquese mejor”

- Samuel Becket-
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INTRODUCCION GENERAL

EL CEREBELO

Introduccion

El cerebelo (del latin cerebellum, o cerebro
pequetio) es la region del cerebro que poseen
los vertebrados y cuya funcidon es la de
integrar las vias sensitivas y motoras. Es un
organo Unico y su tamafio depende del grado
evolutivo de la especie. En humanos se ubica
en la porcion posterior de la cabeza, sobre el
tronco encefalico. Presenta una porcion central
e impar, el vermis, y otras dos porciones
mayores que se extienden a ambos lados, los
hemisferios (Figura 1). Se apoya en tres pares
de pedunculos cerebelosos (superior, medio y
inferior), que lo unen con el resto del cerebro.
Existen una gran cantidad de haces nerviosos
que conectan el cerebelo con otras estructuras
encefalicas y con la médula espinal.

En mamiferos, el aumento de superficie de
la corteza cerebelar provoca la formacion de
unos plegamientos que, en los primates, se
llega a expandir hacia los lados formando los
hemisferios. Alcanza el maximo desarrollo en
el hombre, y aunque solo representa el 10%
del volumen encefalico, contiene el 50% de
las neuronas totales.

Division anatomica del cerebelo

En el cerebelo maduro de humanos, los
plegamientos de la corteza cerebelosa generan
un gran numero de fisuras transversales, dos
de las cuales son mas profundas y permiten
delimitar morfoldgicamente el cerebelo en tres
l16bulos principales: el lobulo anterior, situado
en la parte mas rostral; el /obulo posterior, que
se separa del anterior por la fisura primaria; y
el lobulo floculonodular, que ocupa la posicion
mas caudal y que se separa del posterior por la
fisura posterior (Figura 2) (Martin J.H, 2003).

FIGURA 1. A Visién lateral (izquierda) y corte sagital (derecha) del cerebro humano en el que se puede observar el cerebelo en
color rosado. B vision dorsal (izquierda) y ventral (derecha) del cerebelo.
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Hemisferio Vermis

Arqueocerebelo
Vestibulocerebelo

Espinocerebelo
Paleocerebelo

=
o |

i1 Neocerebelo

[] Cerebrocerebelo

Loébulo floculonodular

FIGURA 2. Cerebelo desarrollado en el que se distinguen las diferentes fisuras y los I6bulos que éstas determinan. Se pueden
observar,ademas, las regiones funcionales y filogenéticamente distinguibles.

Division funcional del
cerebelo

Se pueden distinguir en el cerebelo tres areas
diferentes dependiendo de la funcién que
realizan y de las conexiones que establecen.
El vestibulocerebelo se corresponde con el
lobulo floculonodular y recibe aferencias
de la corteza visual y de los canales
semicirculares del sistema vestibular y
controla, portanto,losmovimientos oculares
y el equilibrio corporal. El espinocerebelo
se sitiia en la banda vermiana y las bandas
paravermianas de la corteza cerebelosa
y modula la actividad de las vias motoras
aferentes que parten de la corteza cerebral
y del tronco del encéfalo hacia la médula
espinal, controlando asi los movimientos de
las extremidades y del tronco. Por ultimo,
el cerebrocerebelo, que se sitia en la

zona lateral de la corteza (en los hemisferios
cerebelosos), participa en algunas funciones
cognitivas (como la percepcion espacial, el
procesamiento lingiiistico y la modulaciéon
de las emociones), el aprendizaje motor y la
planificacion general de actividades motoras
secuenciadas (Figura 2).

Filogenia del cerebelo

Desde el punto de vista filogenético, el
cerebelo puede dividirse en tres porciones,
cada una de las cuales posee cierta identidad
funcional. El arqueocerebelo es la parte de
cerebelo evolutivamente mas antigua y, en
los vertebrados primitivos, se corresponde
con el unico folio presente. Se situa en
el lobulo floculonodular y tiene una gran
correspondencia con el vestibulocerebelo.
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El paleocerebelo es el siguiente paso evolutivo
y tiene cierta correspondencia funcional con
el espinocerebelo. La porcion mas moderna
de todas, el neocerebelo, estd formado por
casi la totalidad del 16bulo posterior y se
identifica con el cerebrocerebelo, ya que
recibe aferencias principalmente de la corteza
cerebral. El gran desarrollo que representa
el neocerebelo en primates va en paralelo al
desarrollo de la corteza cerebral.

Histologia y conectividad del
cerebelo

La superficie del cerebelo se encuentra llena
de fisuras y de surcos producidos por los
plegamientos que le permiten aumentar su
superficie total hasta unos 500 cm2. Debido a
éstos, la vision del cerebelo en un corte sagital
recuerda a un arbol, por lo que clasicamente se
le llam¢ arbol de la vida o arbol vitae (Figura
3A). En su interior, el cerebelo presenta una
zona de sustancia blanca formada por haces
axonicos de neuronas mielinicas rodeada por
la corteza cerebelosa, una zona externa de
sustancia gris formada por cuerpos neuronales
y sus prolongaciones amielinicas. En el
interior de la sustancia blanca se encuentran
los cuatro pares de nucleos de sustancia
gris, denomindados niicleos profundos. De
mediales a laterales se distinguen: los niicleos
Jastigiales (conectados con el arqueocerebelo),
los nucleos globosos y emboliformes (que
reciben fibras del paleocerebelo) y los niicleos
dentados (relacionados con el neocerebelo y
conectados con la corteza cerebral).

Una vez el 6rgano se desarrolla, la corteza
adquiere una organizacion celular muy
uniforme y con las neuronas dispuestas
en capas bien definidas: la capa granular
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interna, la capa de las células de Purkinje
y la capa molecular (de mas interna a mas
externa) (Figura 3C). Esta organizacion es
practicamente idéntica en todos los vertebrados
y hace que las conexiones nerviosas sean
relativamente faciles de estudiar (Haines D.E,
2008).

Lacapagranular contieneunos 50.000 millones
de somas de células granulares (Figura
3B i). Estas sén neuronas glutamatérgicas
(excitadoras) pequefias, con escaso citoplasma
y un nucleo que se tifie intensamente y que
le confiere a la capa la apariencia granulosa.
Contienen de cuatro a seis dendritas cortas
y un axon principal que parte hacia la capa
mas externa donde se bifurca y da lugar a
las denominadas fibras paralelas que pueden
alcanzar una longitud de hasta 2 0 3 mm. En
ellatambién se encuentran las células de Golgi,
GABA¢érgicas o inhibitorias, que contactan
con las células granulares. El siguiente estrato
se compone por una monocapa de células de
Purkinje, también GABAérgicas y de tamafio
superior a las granulares (Figura 3B ii). De la
parte apical de su soma parte un grueso tronco
dendritico con multiples ramificaciones que
se extiende hacia la capa superior, la capa
molecular. De la parte inferior del soma surge
un Gnico axén que proyecta hacia el interior y
que llega a alcanzar la sustancia blanca y se
dirige a los nucleos cerebelosos y vestibulares
profundos. La capa molecular destaca por
la escasa presencia de somas neuronales y
por contener, en cambio, una gran cantidad
de axones de las células granulares y de los
arboles dendriticos de las células de Purkinje.
A través de las fibras paralelas, cada célula
granular puede contactar con unas 50 o 100
células de Purkinje y éstas a su vez pueden
recibir impulsos de unas 200.000 o 300.000
fibras paralelas. En esta capa también se
mas

encuentran las células estrelladas,

externas, y las células en cesta (Figura 3B



FIGURA 3. Esquema de la corteza cerebelosa y las células que la componen. A. Corte sagital de un cerebelo con su apariencia
de“arbol vitae” En el interior se aprecia la sustancia blanca (color blanco) rodeada de la sustancia gris (de color rosa). B.Tipos de
células que se encuentran en la corteza cerebelosa:i) células granulares de cerebelo (CGC); ii) células de Purkinje (CP); iii) células
de Golgi; iv) Células en cesta; y v) células estrelladas. C. Detalle de un corte sagital de un cerebelo maduro donde se aprecian las
tres capas de la corteza cerebelosa, las sinapsis activadoras o glutamatérgicas (+) y las inhibitorias o GABAérgicas (-). Las fibras
amarillas representan a las fibras trepadoras mientras que las celestes corresponden a las musgosas.

iii, iv). Ambas son GABA¢érgicas y pueden
contactar con las células granulares y con el
arbol dendritico de las células de Purkinje.
Las células en cesto, como su nombre indica,
recubren a sus células diana para inhibirlas en
una estructura que recuerda a un cesto (Figura
30).

La sustancia blanca cerebelosa, situada por
debajo de la corteza, estd compuesta por los
astrocitos y los oligodendrocitos productores
de mielina junto con el conjunto total de
fibras. Las diferentes partes del cerebelo se
comunican entre si por las fibras intrinsecas,
mientras que se conecta con el resto del sistema
nervioso a través de las fibras extrinsecas, que

pueden ser eferentes o aferentes. Las primeras
parten del cerebelo para controlar las vias
motoras descendentes y se corresponden con
los axones de las neuronas de Purkinje, las
segundas provienen de otras partes del sistema
nervioso y entran en el cerebelo a través de
las vias motoras y sensitivas (a excepcion
de la olfactoria). Hay dos clases de fibras
extrinsecas aferentes: las fibras musgosas
y las trepadoras, ambas glutamatérgicas o
excitadoras. Las fibras musgosas recogen
informacion de todo el
sistema nervioso (los ganglios, los nucleos
vestibulares, la médula espinal, la formacion
reticular, los nucleos del puente e incluso de la

practicamente
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corteza cerebral) y proyectan colateralmente
a los nucleos profundos del cerebelo y hacia
la corteza cerebelar, donde contactan con las
células granulares y las células de Purkinje.
Las fibras trepadoras provienen del nucleo
olivar inferior y en su recorrido proyectan
hacia los nucleos profundos, atraviesan la
capa granular y alcanzan la siguiente capa,
donde cada fibra se ramifica en torno al arbol
dendritico de las células Purkinje. Cada célula
trepadora puede contactar con 5 o 10 células
Purkinje y realizar unas 300 sinapsis por
neurona.

Una vez la informacién llega a la corteza
cerebelosa por las fibras aferentes ésta la
procesa y, a través de sus vias intrinsecas,
la envia a los nucleos profundos por medio
de los axones de las células de Purkinje. La
informaciéon serd nuevamente procesada y
podra partir en direccion ascendente hacia el
talamo y la corteza cerebral, o en direccion
descendente hacia la médula espinal.

El circuito funcional del cerebelo esta
constituido por dos arcos, el principal o
excitador, que pasa por los nticleos profundos,
y otro secundario o inhibidor, que pasa por
la corteza cerebelosa y que regula al arco
principal. El arco principal o excitador se
compone de las ramas colaterales de las fibras
musgosas y trepadoras que excitan, mediante
el neurotransmisor glutamato, a las neuronas
de los nucleos profundos. Desde éstos pueden
enviarse, o bien seflales inhibitorias al nucleo
olivar inferior, o bien sefiales excitatorias
a otros centros nerviosos. Todas ellas salen
del cerebelo a través de los pedunculos
cerebelares. El arco secundario o inhibidor
esta constituido principalmente por las células
de Purkinje, que ejercen su accion inhibitoria
sobre los nucleos cerebelosos y vestibulares.
En el arbol dendritico de las células de Purkinje
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convergen a su vez sefales excitatorias e
inhibitorias. Las de tipo excitarorio provienen
de la estimulacion por contacto con las fibras
trepadoras (estimulacion directa) o por medio
de las fibras musgosas que contactan con las
células granulares que, mediante sus fibras
paralelas, hacen sinapsis con las células de
Purkinje (estimulacion indirecta). Segun el
tipo de estimulo excitatorio, las células de
Purkinje generaran un potencial de accién u
otro. Este potencial esta a su vez regulado por
las sefiales inhibitorias que pueden provenir
de forma indirecta desde las células de Golgi o
por contacto directo con las células estrelladas
y con las células en cesta. Estas tltimas son
estimuladas a su vez por las fibras paralelas
de las granulares, previamente activadas por
las fibras musgosas. Mediante este circuito
inhibidor se regula la actividad de las células
de Purkinje por la accion directa de las fibras
trepadoras. Las células de Golgi, en cambio,
son estimuladas por las fibras paralelas de
las granulares y por las fibras musgosas
ejerciendo su efecto inhibidor sobre las
dendritas de las propias granulares. Se genera
asi un circuito de retroalimentacion negativa
sobre las células granulares que regulara
indirectamente la activacion de las Purkinje.
(Josep et al., 2004).

Desarrollo embrionario del
cerebelo

El cerebelo es una de las primeras estructuras
del cerebro humano que empieza a
diferenciarse y una de las tltimas en alcanzar
su madurez. Su organizacion celular contintia
cambiando hasta varios meses después del

nacimiento.



Neurulacion primaria

Al igual que la piel y el resto de estructuras
del sistema nervioso central, el cerebelo
deriva de la capa ectodérmica del disco
germinativo trilaminar. El encéfalo se forma
durante el desarrollo embrionario a partir
de un engrosamiento de un grupo de células
localizadas en el ectodermo dorsal y medial,
que se denomina placa neural y que se
extiende rostrocaudalmente en el embridn.
Las partes mas laterales de la placa neural se
elevan en forma de pliegues y la parte mas
central se hunde formando una invaginacion.

Conforme avanza el desarrollo, los pliegues
elevados se acercan y se fusionan formando
un tubo cerrado, denominado tubo neural, y
que queda en el interior del embridn.

rre del tubo neural

! 22 dIaS 26 dias

Ectodermo

Placa neural f"l T
|—|

. Mesodermo

Notocorda
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3 [ e .@
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FIGURA 4.Esquema del proceso de neurulacion primaria en un
embrién humano. (imagen obtenida de internet: http: // webs.
uvigo.es/ mmegias/ 2-organos-a/ guiada_o_a_01snc.php).

Aparicion de las vesiculas encefalicas

En las fases mas tempranas del desarrollo
embrionario,
neural presenta tres dilataciones denominadas

el tercio cefalico del tubo

vesiculas encefalicas primarias y que permiten
dividirlo en tres segmentos distintos: el
prosencéfalo o cerebro anterior, el mesencéfalo
o cerebro medio, y el romboencéfalo o cerebro

posterior, que se continiia con lamédula espinal
hacia porciones mas caudales del embrion.
En humanos, alrededor de la quinta semana
del desarrollo embrionario, se aprecian cuatro
vesiculas encefalicas secundarias que aparecen
por divisién de las primarias: el telencéfalo y
el diencéfalo (derivados del prosencéfalo), el
metencéfalo y el mielencéfalo (derivados del
romboencéfalo), compartimentos cerebrales
que se encuentran en todos los vertebrados.
El metencéfalo (la porcion mas cefalica) dara
lugar al cerebelo y al puente o protuberancia,
mientras que del mielencéfalo se originara la
médula oblongada, mas comunmente conocida
como bulbo raquideo. El limite entre estas
dos porciones esta marcado por la curvatura
protuberencial o pontica.

Delimitacion entre mesencéfalo y
metencéfalo

Tanto el mesencéfalo como el metencéfalo
contribuyen en el desarrollo del cerebelo y su
delimitacion es critica para que el desarrollo
se dé correctamente. El limite se establece
por el patrén de expresion de dos genes que
se inhiben reciprocamente: Ofx2 -que se
expresa en el prosencéfalo y el mesencéfalo-
y Gbx2 - que se expresa en la parte mas
rostral del romboencéfalo (Li et al., 2001). La
supresion de Otx2 en ratdn evita la formacion
del mesencéfalo y produce una extension
andmala del metencéfalo que da lugar a
una hiperplasia del cerebelo. La delecion de
Gbx2, por el contrario, tiene un efecto opuesto
y evita la formacion del cerebelo en el raton
mutante (Acampora et al., 2001). En la zona
fronteriza empiezan a secretarse los factores
FGFs (Fibroblast Growth Factor) y Wnt
(Wingless), necesarios para la delimitacion, la
diferenciacion y el modelaje de ambas zonas
(Hidalgo-Sanchez et al., 1999).
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FIGURA 5.Esquema representativo de las vesiculas encefalicas primarias (A) y secundarias (B) del desarrollo embrionario. Vision
dorsal de las mismas (arriba), y su correspondiente vision lateral en el embrion (debajo).

Formacion de los labios rombicos
Conforme avanza el desarrollo, en el
neuroepitelio del tubo neural se produce una
fase de proliferacion que da lugar a las tres
capas caracteristicas: la capa neuroepitelial,
la capa del manto y la capa marginal (de mas
profunda a superficial). Al final de la cuarta
semana de gestacidn empiezan a agregarse
las neuronas del tubo neural en desarrollo y,
en consecuencia, se forman dos columnas
celulares: las placas alares (dorsales) y
placas basales (ventrales), separadas dorsal y
ventralmente por estrechamientos agudos del
tejido neural, denominados placa del techo y
placa del suelo, respectivamente.

En la novena semana de desarrollo aparece
una apertura en la zona dorsal de las paredes
del romboencéfalo que hace que la placa del
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FIGURA 6. Esquema de las diferentes partes del tubo neural
en la cuarta semana de desarrollo. Las placas alares y la
placa del techo estan en posicién dorsal y las placas basales
y la placa del suelo se sitian en posicion ventral. Se pueden
observar también las diferentes capas que componen el tubo
neural en esta etapa.



techo se ensanche en forma de membrana
transparente y que recubra el denominado
canal neural romboencefalico (futuro cuarto
ventriculo). En este punto, las porciones
de placas del
romboencéfalo se incurvan para formar los

dorsolaterales las alares
denomindados labios réombicos (Figura 7).
En su porcién caudal los labios rombicos se
aproximan a la linea media mientras que en
la porcion cefalica del mesencéfalo estan muy
separados. En esta tlltima zona se ensanchan y
se doblan sobre el techo del canal, formando la

placa cerebelosa que dara lugar al cerebelo.

Formacion de las capas germinales del
cerebelo

En zona mas interna de los labios rombicos
se inicia una fase de proliferacion y se forma
la denominada capa germinal interna o
ventricular (Figura 7). Alrededor de las doce
y trece semanas de gestacion aparece una
segunda capa de células proliferantes en la
zona dorsolateral: la capa germinal externa o
capa granular externa (CGE) originada a partir

ANTERIOR

ANTERIOR *.

POSTERIOR

HOM31LS0d

de la migraciéon de algunos progenitores de la
capa ventricular hacia la zona mas superficial
de la capa marginal (Larsen William J, 1993).
Ambas capas germinales experimentan una
serie de divisiones finamente reguladas que
daran origen a las poblaciones de neuroblastos
cerebelares.

La capa germinal interna dara lugar a los
neuroblastosnucleares primitivos que migraran
para formar los niicleos profundos. Esta
misma capa también producird neuroblastos
primitivos de Purkinje y de Golgi. La capa
granular externa experimentard tres tandas
proliferativas para producir sucesivamente
los neuroblastos en cesto, los neuroblastos
granulares y los neuroblastos estrellados. Entre
la semana catorce y diecisiete los neuroblastos
de Purkinje de la capa germinal interna dejan
de proliferar y migran hacia la capa marginal
para colocarse debajo de la capa granular
externa en forma de monocapa, la capa de
Purkinje (CP), a la vez que extienden su axon
y contactan con los ntcleos cerebelosos en
desarrollo. Estos axones representaran las
unicas vias eferentes en el cerebelo maduro
(Altman et al., 1997).

FIGURA 7. A.Vision dorsal de un embridn en el que se observan los labios rémbicos (RL) y las dos capas germinales: la capa
ventricular (VZ) y la capa granular externa (EGL), que se extiende en direccion cranial. Las flechas rojas representan la expansion
de los mérgenes en direccion anterior, mientras que las violetas, en posterior. B. Corte sagital de un embrién de ratén de 14 dias
(E14), en el que se pueden apreciar las diferentes zonas. IV, cuarto ventriculo; CP, plexo coroideo (Schuller et al., 2008).
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A partir de esta etapa las células de la capa  nodulo del resto del vermis y los fléculos del
granular externa proliferan en respuesta  resto de los hemisferios.

al factor de secrecion Sonmic Hedgehog  En humanos, la proliferacion de la capa
(Shh), producido por las células de Purkinje  granular externa puede mantenerse hasta un
(Wechsler-Reya et al., 1999). Posteriormente,  aflo después del nacimiento y dara lugar al
en laplacacerebelosa se apreciard laexistencia ~ plegamiento progesivo de la placa cerbelosa
de tres porciones: el vermis, en la linea media, y a la caracteristica rugosidad del cerebelo
y dos hemisferios, a ambos lados. Al poco  maduro (Abraham et al., 2001).

tiempo, una fisura transversal separara el

FIGURA 8. A diferencia del cerebelo de humanos, el de ratéon alcanza su madurez a los 14 dias del desarrollo post-natal. En la
parte superior de la figura aparecen dos cortes sagitales de cerebros de ratén en los se obervan las diferencias en el tamafoy la
forma entre un cerebelo post-natal de cuatro dias (P4) y uno de quince dias (P15), ya maduro.En la parte inferior de la figura se
aprecia la aparienciacelular de ambos.En el ratén P15 la capa granular externa (CGE) desaparece y en su lugar sélo se observan
los axones de las células de Purkinje (rojo), que forman la capa molecular (CM). En el centro, un esquema representativo de los
dos procesos que tienen lugar. Por un lado, el crecimiento de la CGE debido a la proliferacion de los precursores de las células
granulares de cerebelo de la parte mas externa (CGEe) en respuesta al factor de secrecion Sonic Hedgehog (Shh) producido por
las células de Purkinje. La migracion de las células granulares comienza a medida que las éstas salen de ciclo celular. Primero
se colocan en la parte mas interna de la CGE (CGEi) y posteriormente descienden atravesando la capa de células de Purkinje
(CP) y dejando su axén en la CM para colocarse finalmente en la capa granular interna (CGI) (Imagenes de inmunohistoquimica
obtenidas por Jordi Berenger de Felipe. Nucleos teiiidos con DAPI y células de Purkinje marcadas con un anticuerpo contra
Calbindina).
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Migracion de las células granulares y
maduracion del cerebelo

A medida que avanza el desarrrollo, las células
de la capa granular externa comienzan a salir
de ciclo celular y a diferenciarse para migrar
hacia una zona mas interna: la capa granular
interna (CGI). Estas células atraviesan la
capa de Purkinje siguiendo la glia radial de
Bergman y en su recorrido descendente dejan
atras el axon que, al bifurcarse, forma las dos
fibras paralelas (Figura 8) (Hatten, 1999).
Algunas de las células en cesta y estrelladas
acompafan a las granulares y se sitilan en la
capa granular interna. Esta migracién puede
darse hasta dos afios después del nacimiento y
se completa cuando la capa granular externa se
queda sin células, cuyo espacio queda cubierto
por los axones que forman la capa molecular.
En este momento, el cerebelo adquiere su
conformacion madura con su corteza dividida
en tres capas (Figura 3).

El altimo paso para maduracion completa del
cerebelo es la formacion de las conexiones
con las fibras musgosas y con las células de
Golgi, en la capa granular interna.

En su transicion a su estado post-mitotico,
las células granulares acumulan inhibidores
del ciclo celular, entre los cuales destaca p27/
Kipl. Enratén, la delecion de este gen da lugar
a un incremento de la proliferacion de estas
células con el consecuente agrandamiento
del cerebelo (Miyazawa et al., 2000). Se han
propuesto varios efectores extracelulares que
promueven la salida de ciclo como PACAP
(Pituitary  adenylate  cyclase-activating
peptide) (Nicot et al., 2002), bFGF (Basic
Fibroblast Growth Factor) (Fogarty et al.,
2007) y BMP2 (Bone Morphogenetic Protein)
(Alvarez-Rodriguez et al., 2007; Rios et al.,
2004).

SONIC HEDGEHOG

Introduccion

Sonic Hedgehog (Shh) es una proteina de
mamiferos que pertenece a la familia de genes
denominada Hedgehog. El gen Hedgehog
(Hh) se identifico en la especie Drosophila
melanogaster y en ella se determin6 su papel
como controlador del patron de segmentacion.
Los fenotipos que resultaron de la pérdida de
funcion de este gen dieron lugar a embriones
con proyecciones pequefias y punteadas que
recordaban el aspecto de un erizo (Nusslein-
Volhard et al., 1980). Cuando se buscaron
los equivalentes en mamifero se identificaron
tres genes homodlogos. Los dos primeros,
denominados Desert Hedgehog e Indian
Hedgehog, llevan el nombre de las especies de
erizo conocidas mientras que Sonic Hedgehog,
el altimo en descubrirse, lleva el nombre del
protagonista del conocido videojuego de Sega
“Sonic The Hedgehog”, muy popular en los
anos 90 (Echelard et al., 1993).

Funcion de Shh

Shhes el ligando mas estudiado de la familia de
genes Hedgehog de mamiferos y se considera
un modelo de morfégeno. Los morfogenos
son moléculas secretadas que difunden y
forman un gradiente de concentracion en
el embrion al cual responden las células del
mismo generando distintos tipos celulares en
funcion de la cantidad de ligando al que estan
expuestas. Durante el desarrollo del tubo
neural, por ejemplo, las células de la placa del
suelo y de la notocorda son las responsables
de secretar Shh y generan un gradiente de
concentracion dorsoventral que controlara el
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“Patterning” (o adquisicioén de una identidad
determinada por parte de las células, en este
caso neuronal) a lo largo del eje (Briscoe et al.,
2000). Tiene, por tanto, importantes funciones
en la regulacion del desarrollo embrionario
y en la organogénesis de vertebrados como
lo son la formacién de las extremidades,
del cerebro, del cerebelo y del tubo neural
(Echelard et al., 1993).

En algunas zonas especificas, Shh tiene un
potente efecto mitogénico, como es el caso
de la capa granular externa del cerebelo
y de los foliculos capilares (Dahmane et
al., 1999; Mill et al., 2005; Rowitch et al.,
1999; Wechsler-Reya et al., 1999). Controla
ademas, la proliferacion de los precursores
de oligodendrocitos, de las células del tubo
neural y de la cresta neural (Ahlgren et al.,
1999; Davies et al., 2001; Garg et al., 2001).

Produccion, procesamiento y
secrecion de Shh

Shh es un factor de secrecidon que sufre una
serie de procesamientos post-traduccionales
antes de salir al medio extracelular. Estas
modificaciones se encuentran conservadas
evolutivamente y son aplicables a los tres
homoélogos humanos (Ingham et al., 2001).
La molécula completa pesa unos 45 kDa
(pre-proteina) y tiene un péptido sefial que
hace que se transloque desde el Reticulo
Endoplasmatico Rugoso (RER) al Liso
(REL). Una vez alli, una peptidasa elimina el
péptido sefal y el Shh se autoprocesa (gracias
ala actividad proteolitica que posee en la zona
carboxi-terminal) generando dos fragmentos
- uno amino-terminal de 20 kDa (N-Shh) y
otro carboxi-terminal de 25 kDa, con ninguna
otra funcién conocida hasta ahora-. Durante
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esta reaccion se le aflade una molécula de
colesterol a la fraccion carboxi-terminal de
N-Shh que le proporciona la capacidad de
unirse a la membrana (Bumcrot et al., 1995;
Porter et al., 1996) y, mediante la participacion
de la proteina Skinny hedgehog, se le afiade un
palmitoil en la zona amino-terminal (Chamoun
et al., 2001; Lee et al., 2001; Pepinsky et al.,
1998). Estas dos modificaciones hidrofébicas
le confieren a la molécula una potencia treinta
veces superior a la no modificada. Aunque se
ignora su forma in vivo, una posible hipotesis
es que la funcién de estas modificaciones
sea la de crear un medio hidrofobico para la
formacion de un hexamero cuya parte proteica
se expondria hacia afuera mientras que la
lipidica lo haria hacia adentro, de manera
que la molécula podria difundir mucho mas y
alcanzar tejidos diana mas alejados (Goetz et
al.,2006; Zeng et al., 2001). La secrecion de la
molécula modificada con el colesterol depende
de la actividad de la proteina transmembrana
Dispatched (Disp) (Burke et al., 1999).

Ruta de senalizacion mediada
por Shh

Patched (Ptc), el receptor de Shh, es una
proteina que posee doce pasos transmembrana
y un dominio de unioén al ligando en su porcioén
extracelular (Stone et al., 1996). Este receptor
forma un complejo con Smoothened (Smo),
una molécula siete pasos transmembrana que
guarda homologia con la familia de receptores
que se acoplan a proteinas G heterotriméricas
(GPCR, G-protein coupled receptors) y que se
encarga de transducir la sefial (Ruiz-Gomez et
al., 2007). Se ha descrito que sus moléculas
efectoras son las proteinas G inhibitorias (Gai)
con capacidad para inhibir a las Adenilato
Ciclasas (ACs), las encargadas de producir
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FIGURA 9.Via de sefalizacion de Shh en ausencia de ligando.

AMP ciclico (AMPc) (Ogden et al., 2008).

El receptor Ptc tiene la capacidad para
reprimir a Smo de forma constitutiva. De
manera que en ausencia de Shh, Smo se
encuentra inactivo y no puede transducir la
seflal a través de Gais. Por tanto, las ACs se
mantienen activas y pueden producir AMPc.
Como consecuencia de ello, la proteina
quinasa A (PKA) dependiente de este segundo
mensajero, se activa y puede fosforilar a
sus sustratos diana. Entre éstos se encuentra
Gli3, un factor de transcripcion clave en la
via de Shh. Esta primera fosforilaciéon por
PKA promueve la fosforilacion de Gli3 por
las quinasas GSK3f (quinasa sintetizadora
de glicogeno 3 beta) y CKI (Caseina quinasa
I) que inducen una ubiquitinizacién de Gli3
para que sea degradado por el proteasoma
(Tempe et al., 2006; Wang et al., 2006). Como
consecuencia de ello, se libera un fragmento

amino-terminal de la molécula con actividad
represora (Gli3-R) que puede translocarse al
nucleo y, gracias a que conserva los dedos de
Zinc que le confieren la capacidad de unirse
al ADN, puede colocarse en sus promotores
diana y bloquear la transcripcion de los
genes de la ruta de Shh (Wang et al., 2000).
En ausencia de Shh, Gli3 se encuentra unido
a SuFu (Supressor of Fused), una molécula
que lo retiene en el citoplasma y que permite
que sea fosforilado. En vertebrados SuFu se
consideraun gen supresor de la viay su pérdida
da lugar a un potente fenotipo de ganancia de
funcion de Shh (Figura 9) (Merchant et al.,
2004; Stone et al., 1999).

La union de Shh a Ptc hace que éste deje de
reprimir a Smo y que a través de un mecanismo
poco estudiado, este ultimo transduzca la
sefal bloqueando la actividad de PKA. Por lo
tanto, el procesamiento proteolitico de Gli3
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no tiene lugar. La asociacion de este factor de
transcripcion a SuFu desaparece y lamolécula,
en su forma completa, puede dirigirse al
nucleo para activar a sus genes diana (ya que
conserva el dominio de transcativaciéon en
la fraccion carboxilo-terminal) (Figura 10)
(Altaba et al., 2002; Wang et al., 2001).

El efecto proliferativo de Shh vendra dado por
la activacion de genes de ciclo celular o de
regulacion de la apoptosis como Ciclina D1
y D2 o BCL-2 (Katoh et al., 2009; Kenney et
al., 2000) y por la activacion de otros factores
de transcripcion tales como Glil y N-Myc,
que extenderan la cascada de sefalizacion
induciendo a su vez la transcripcion de otros
genes diana (Dahmane et al., 1997; Oliver et
al., 2003).

La ruta posee un mecanismo de control o
feedback negativo, ya que uno de los genes que
se activa es el propio receptor Ptch (Goodrich
et al., 1996; Marigo et al., 1996).

Ganancia o pérdida de funcion
de Shh

Una inhibicién del gen o de la via de Shh
durante el desarrollo fetal puede causar
malformaciones en el cerebro, entre las que
destacan la holoprosencefalia y la ciclopia
(Belloni et al., 1996). También da lugar a
defectos en los miembros y en la médula
espinal ya que interfiere en el mantenimiento

FIGURA 10.Via de sefalizacion de Shh en presencia de ligando.
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de la notocorda y de la placa del suelo, lo que
afectara en la induccion de los tipos celulares
ventrales (Belloni et al., 1996a; Chiang et al.,
1996).

Una hiperactivacién de la ruta, en cambio,
puede generar un meduloblastomas o tumores
de cerebelo, como ocurre en los casos en
los que los genes Ptch o Sufu -los dos genes
supresores de la via- estan ausentes (Raffel et
al., 1997; Taylor et al., 2002). También puede
provocar neuroblastoma por una amplificacién
de N-myc (Seeger et al., 1985). La pérdida
de Ptch esta asociada al Sindorme de Gorlin
caracterizado por una tendencia a desarrollar
meduloblastomas, nevus de células basales,
queratocistos ~ odontogénicos  multiples,
malformaciones esqueléticas y alto riesgo de
cancer de piel (Gorlin et al., 1960; Gorlin,
1987). Un incremento de la via puede derivar
en otras neoplasias del sistema nervioso como
astrocitoma y oligodendroglioma (Xu et al.,
2002, Dahmane, 2001).

RECEPTORES
ACOPLADOS A
PROTEINA G

Cuando en Drosophila melanogaster se
identific6 a Smo como efector de la via de Hh,
desde un principio se le considerd un receptor
acoplado a proteina G (GPCR) por su gran
similitud estructural con los miembros de esta
familia (Alcedo et al., 1996; Van den Heuvel
et al., 1996). Se postulé ademas que era el
receptor del ligando Hh. Analisis bioquimicos
mostraron posteriormente que es Ptc y no
Smo la molécula que actua como receptor del
ligando (Marigo et al., 1996)

Introduccion

Los receptores acoplados a proteina
G (GPCRs) (también conocidos
receptores ligados a proteinas G, GPLRs,

como

receptores siete  pasos transmembrana,
7TM, o “en serpentina”) constituyen una
superfamilia de receptores transmembrana que
responden a una gran variedad de estimulos
quimicos extracelulares, desde pequefios
péptidos a proteinas grandes (hormonas,
neurotransmisores, quimioatrayentes ¢ iones
de calcio, entre otros) o estimulos sensoriales
(como la luz, moléculas gustativas y odorantes

o feromonas) (Vilardaga et al., 2010).

El tamafio exacto de la superfamilia de los
GPCRs se desconoce pero, por analisis de
secuencia, se predijeron aproximadamente 800
genes diferentes (aproximadamente el 4% del
genoma codificante). Hoy en dia se sabe que
estan involucrados en muchas enfermedades
y son la diana de aproximadamente el 30%
de todas las drogas medicinales modernas
(Overington et al., 2006).

Por la homologia en su secuenciay la similitud
en cuanto a funcién, los GPCR se agrupan en
6 clases (Foord et al., 2005). Smo pertenece
a la clase F de esta superfamilia (Frizzled/
Smoothed). Aunque las diferentes clases no
comparten homologia en secuencia, todos
los GPCRs comparten una estructura y un
mecanismo de transduccidon de la sefial comun.
Son receptores de superficie celular que
detectan sefiales extracelulares y que pueden
activar, a través de segundos mensajeros,
rutas de transduccion dentro de la célula. En
ultima estancia, pueden dar lugar a respuestas
celulares. Una vez activados por su agonista,
los GPCR interaccionan y activan a proteinas
heterotriméricas que unen nucleotidos de
guanina (proteinas G).
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En el caso de Smo, no es el propio ligando el
que lo activa, sino que cuando Shh se une al
receptor Ptch se produce una liberacién en la
represion que éste ejerce sobre Smo.

Estructura de los GPCRs

Los GPCRs son proteinas integrales de
membrana que poseen
hidrofébicas que la atraviesan (de tm-1 a tm-7)
unidas por tres bucles intracelulares (de il-1 a
il-3) y 3 bucles extracelulares (de e-1 a e-3).
El extremo amino-terminal de la proteina se
localiza en el esopacio extracelular mientras
que el extremo carboxi-terminal lo hace

siete hélices a

intracelularmente.

Estos receptores suelen tener en comun
varios sitios que les permiten ser modificados
post-traduccionalmente. Los
extracelulares suelen estar glicosilados y
poseer residuos de cisteina que alteran la
conformacion del receptor formando puentes
disulfuro. Los
tienen los sitios de union a proteinas G y a
otras proteinas reguladoras. Poseen ademas
sitios de fosforilacion para serina o treonina

dominios

dominios intracelulares

quinasas, asi como para tirosina quinasas,
implicadas en procesos de internalizacion
y de desensibilizacion (Qanbar et al., 2003;
Vilardaga et al., 2010). La fosforilacion, por lo
tanto, es uno de los mecanismos que controlan
el estado de un GPCR en la sefializacion de una
viay Smo no es una excepcion. En Drosophila
melanogaster, la fosforilacién de Smo en su
fraccion carboxi-terminal por PKA, GSK3B y
CKI es esencial para su actividad (Apionishev
etal.,2005; Jiaetal.,2004; Zhang et al., 2004).
Sin embargo, estos sitios de fosforilacion no
se encuentran conservados en el homologo de
mamiferos (Varjosalo et al., 2000).

Muchos de los GPCR pueden ser, ademas,
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palmitoilados en los residuos cisteina de su
extremo carboxi-terminal. De esta manera se
crea un sitio de unidn extra a la membrana y
se pueden formar otros bucles intracelulares
(Qanbar et al., 2003).

La mayoria de los GPCR se organizan en una
estructura terciaria que recuerda a un barril
constituido por la union de las siete hélices
transmembrana. La cavidad que éstas dejan
dentro de la membrana plasmatica sirve para
la unién del ligando (que normalmente se
cubre por el dominio extracelular e-2). No
obstante, los ligandos se pueden unir en otros
bucles extracelulares o en la fraccion amino-
terminal (Figura 11).

En muchos casos los GPCR homo o hétero-
dimerizan al activarse. El mecanismo de
dimerizacion se ha descrito mediante ensayos
de transmision de energia de resonancia
(FRET), tanto para la molécula de Smo de
Drosophila melanogaster como para la de

outside

cell membrane

inside

FIGURA 11.Estructura en forma de barril del receptor p2-
Adrenérgico. La fraccion amino-terminal (verde claro) se
encuentra en la porcién extracelular de la célula (outside)
mientras que la porcién intracelular (gris) se encuentra dentro
de la misma. Imagen obtenida de internet (http://www.aps.
anl.gov/Science/Highlights/2007/20071203.html)



vertebrados. En estos ensayos se demostro que
Smo dimeriza a través de su fraccion amino-
terminal y que esta interaccién es necesaria
para la transduccion de la sefial (Figura 12)
(Zhao et al., 2007).

a c
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SRR 1o
VUV o
b FRET128431 0508 14147.9
CFPN FZ2  SMO SMOWT
SMO-CFPM  SMO-YFPM YFPN FZ2  FZ2  SMOWT

FIGURA 12. a) Smo de Drosophila melanogaster marcado
con las moléculas fluorescentes azul y amarilla (SMO-CFPN y
SMO-YFPN, repectivamente) en fraccién amino-terminal.

b) FRET obtenido por la dimerizacién del receptor Frizzled 2,
Fz2 (conocido por formar oligémeros) y por la dimerizaciéon
de moléculas de Smo salvaje, en presencia y ausencia de Hh.
Obsérvese la ausencia de FRET entre Smo y Fz2 (Zhao et al.,
2007).

PROTEINAS G
HETEROTRIMETRICAS

Introduccion

Las proteinas G se suelen acoplar a los GPCRs
y transmitir la sefial hacia dentro de la célula
por medio de un segundo mensajero. Estas
proteinas forman un complejo heterotrimérico
compuesto por tres subunidades. La subunidad
o (Ga) pesa unos 33-55kDa y tiene capacidad
para disociarse del complejo; las subunidades 3
y v (de unos 35kDa y 15kDa, respectivamente)
suelen encontrarse unidas formando el

conocido dimero GPy.

Activacion de las proteinas G a
través de GPCR

Los mecanismos exactos de interaccion
entre el GPCR vy las proteinas G, asi como
la activacion de estas ultimas por parte del
receptor, ain no se conocen. Existen dos
modelos opuestos para explicar cémo las
proteinas G se unen a receptores activados.
El modelo de ‘“acoplamiento por colisién”
propone que estas interacciones ocurren como
el resultado de la difusion lateral continua
de las proteinas G dentro de la membrana

plasmatica y por su colisién unicamente con

2nd
messenger

FIGURA 13. Activacién de las subunidades por GTP y
separacion de la de la subunidad G del complejo G (Milligan
et al., 2006).

receptores activados (Tolkovsky et al., 1978).
El modelo alternativo sugiere que las proteinas
G pueden interaccionar con receptores antes
de que el agonista se una y que cuando esto
sucede, se activan (Gales et al., 2006). Sea cual
sea el modelo mas acertado, se sabe que en el
momento de interaccionar con el receptor, la
proteina G se encuentra en su estado inactivo
(Oldham et al., 2008).

La unién del agonista al GPCR provoca un
cambio conformacional en el receptor haciendo
que éste libere, de una forma mecénica, el GDP
de la subunidad Ga de la proteina G con la que
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esta interaccionando en ese momento. El ratio
entreel GTP citosolicorespectoal GDPes 10, de
manera que la célula se asegura que este ultimo
sea intercambiado rapidamente por un GTP
(Neer, 1995b). Una vez activada, la subunidad
a se disocia del complejo GPy para modular
proteinas de sefializacion intracelulares o
proteinas funcionales, dependiendo del tipo de
subunidad a que se trate. El dimero Gfy libre
también tiene capacidad para regular positiva
o negativamente la actividad de efectores
enzimaticos y de canales idnicos (Figura 13)
(Clapham et al., 1993; Neer, 1995).

Aunque la subunidad a se disocia del complejo,
su alcance de difusién se encuentra bastante
limitado debido a que todas las subunidades a,
a excepcion de la subunidad Gat, poseen una
modificacion post-traduccional con un acido
palmitico en su porcién amino-terminal, que
las mantiene unidas a la membrana plasmatica.
Los miembros de la familia Gai poseen,
ademas, unamiristolacion en esta porcion. Estas
modificaciones regulan no solo la localizacion,
sino que también modulan las interacciones
proteina-proteina (Chen et al., 2001; Smotrys
et al., 2004). En el caso de las subunidades
Gy, su fraccion carboxilo-terminal une
covalentemente un glicosilfosfatidilinosiltol
(GPI), molécula que contiene dos grupos
hidrofébicos que la anclan en la membrana y a
zonas especificas de la misma como los “lipid
rafts” (Oldham et al., 2008).

Terminacion de la senalizacion
mediada por GPCRs

La actividad de los GPCRs supone un balance
entre los mecanismos moleculares implicados
en la sefializacidn, la desensibilizacion y en
la resensibilizaciéon. La desensibilizacion
resulta en una disminucion de la respuesta

incluso en presencia continuada del estimulo.
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Hasta la fecha se han descrito tres familias
de moléculas reguladoras que contribuyen a
la desensibilizacion de GPCR: las quinasas
de receptores GPCR (GRKSs) y las proteina-
quinasas dependientes de segundos mensajeros,
que fosforilan al receptor (Bouvier et al.,
1988; Hausdorff et al., 1989) y las arrestinas,
que contribuyen en la internalizacion de los
GPCR (Lefkowitz, 1993). Ambos mecanismos
se han descrito en el receptor Smo, el cual
es fosforilado por GRK2 para interaccionar
posteriormente con P-Arrestina (Chen et al.,
2004).

El control de la finalizacion de la sefial a través
de GPCR puede ocurrir, por lo tanto a varios
niveles, pero sobre todo tiene lugar por la
hidrélisis del GTP unido a la subunidad Ga.
Esto le permitira unirse nuevamente al dimero
GPy para volver a formar el heterotrimero
inactivo e iniciar otra ronda de activacion
regulada por el receptor. La propia subunidad o
tiene capacidad de hidrolizar el GTP de manera
intrinseca y de determinar, por tanto, la vida
media de su estado activo (Bourne et al., 1989).
El dominio GTPasa se encuentra conservado
en todos los miembros de la superfamilia
de proteinas G, incluyendo las proteinas G
monoméricas y los factores de elongacion.
En el caso de la subunidad Ga, este dominio
le proporciona ademas la superficie de union
al dimero Gy, a los GPCRs y a las proteinas
efectoras (Oldham et al., 2008).

La actividad GTPasa de la subunidad a, por
si sola, es relativamente baja, con un ratio de
hidrdlisis de aproximadamente 0.02 veces/
segundo. A una subunidad le tomaria unos
50 segundos hidrolizar el GTP que lleva
unido. Por ello, esta actividad se encuentra
regulada a su vez por unas proteinas accesorias
denominadas reguladoras de la sefializacion de
proteinas G (RGS). Estas pertenecen al tipo
de proteinas activadoras de actividad GTPasa



(GAP) y se unen a la subunidad a por este
dominio acelerando el proceso hasta unas 30
veces/segundo. Este aumento de hasta 1500
veces le permite a la célula responder a sefiales
externas de una manera muy rapida y con una
resolucidn espacial y temporal muy concreta,
ya que la generacion del segundo mensajero
tendra lugar en cantidades muy controladas
puesto que la difusion de la proteina G y, por lo
tanto, la activacion o inhibicion de sus dianas
en 0.03 segundos, se encuentra muy limitada
(Berman et al., 1998).

Clasificacion y funcion de las
proteinas G

A pesar de la gran diversidad de miembros
que posee la superfamilia GCPR, éstos
interaccionan con un numero relativamente
pequefio de proteinas G capaces de iniciar

las cascadas de sefializacion intracelular. En
humanos existen 21 subunidades a (codificadas
en 16 genes), 6 subunidades B (codificadas en
5 genes) y 12 subunidades y (Downes et al.,
1999).
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Las propiedades de transduccion de la sefial
por las posibles combinaciones de subunidades
GPy no parecen diferir radicalmente las una
de las otras. En consecuencia, la clasificacion
estructural y funcional de las proteinas G
estd definida por el tipo de subunidad a que
participa (Wettschureck et al., 2005).

Al poseer funciones muy similares (como
la asociacion a receptores y al dimero Gpy,
la union a GTP e hidrdlisis del mismo)
las subunidades Ga contienen un 20% de
aminoacidos conservados en su secuencia
primaria. Fuera de estas
secuencias de las proteinas G divergen bastante,
determinando asi las propiedades diferenciales
de cada una. En base a su funcion especifica
y a la similitud en su secuencia primaria, las
proteinas Ga se dividieron en cuatro familias:
Gas, Gai/o, Gag/11 y Gal2/13 (Simon et al.,
1991). Cada clase de proteinas G consiste en
multiples miembros producto de multiples
genes y/o variantes de splicing.

Existen dos rutas de sefalizacién principales
asociadas a la activacion de proteinas G por
parte de un GPCR: la del AMPc y la del PIP
(Figura 14) (Gilman, 1987).
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FIGURA 14.Principales rutas de sefalizacion activadas por GPCR y Proteinas G (Malbon, 2005¢).
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La clase Ga de proteinas G se encuentra
ampliamente expresada y se compone por las
subunidades Goas y Gaolf, que aumentan la
concentracion intracelular de AMPc por medio
de laactivacion de ACs. Estas subunidades son
sustratos de la toxina colérica (CTX) producida
por Vibrio cholera, que las ribosila con ADP
e inhibe su actividad GTPasa intrinseca.
De esta manera, la toxina da lugar a formas
constitutivamente activas de las moléculas
que no pueden liberar el GTP unido (Gill et
al., 1978). La subunidad Gas esta codificada
en GNAS, un complejo genético que da lugar
a diversos productos debido a la presencia
de varios promotores y variantes de splicing
(Wettschureck et al., 2005).

Laclase Gai/otambién se expresaampliamente
y contiene las formas inhibitorias Gail, Gai2
y Gai3, las dos isoformas de Gao (Goo-1y
Gao-2, de la palabra inglesa “others”, ya que
fueron identificadas posteriormente), las tres
Ga sensoriales (Gat-1 y Gat-2 de retina y
Gogust del gusto) y Gaz (Wettschureck et al.,
2005). Como su sigla indica, las subunidades
Gail, Gai2 y Gai3 median la inhibicion de
varios subtipos de adenilato ciclasas (ACs)
(Sunahara et al., 1996). Las funciones de todos
los miembros de esta clase, a excepcion de Gaz
(que es insensible), se suelen estudiar mediante
el uso de la toxina perttsica (PTX), producida
por Bordetella pertussis. Contrariamente a
CTX, PTX ribosila un residuo cisteina de la
fraccion carboxi-terminal con ADP y cataliza
una modificacidn covalente e irreversible que
desacopla la proteina G de su receptor y la
mantiene en su estado inactivo, unida a GDP
(Watkins et al., 1984; Wettschureck et al.,
2005).

Por otro lado, la activacion de Gai/o se
considera el principal mecanismo de
activacion de la via de sefalizacion mediada
por el complejo GBy ya que los niveles de
expresion de Gai/o son relativamente altos
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y la activacion por el receptor resulta en una
liberacion de altas cantidades de complejos
GPy (Clapham et al., 1997). En el caso de Goo,
que es particularmente abundante en el sistema
nervioso (representando aproximadamente el
1% del total de proteinas de membrana), sus
efectos parecen estar mediados principalmente
por este complejo (Malbon, 2005).

La subunidad Goz se
ampliamente y principalmente en tejidos como
el sistema nervioso y comparte similitudes
funcionales con el subtipo Gai.

Las subunidades Gogust y Gat, en cambio,
estan implicadas en funciones sensoriales
muy concretas en las zonas especificas donde
se expresan (Wettschureck et al., 2005).

eXpresa menos

La clase Gag/11 es la principal reguladora de
fosfolipasa C (PLC) de la clase B,que cataliza
la disrupcion de el fosfatidil 4,5-bifosfato
(PIP2) en dos mensajeros secundarios: el
inositol(1,4,5) trifosfato (IP3) y diacilglicerol
(DAG) (Wettschureck et al., 2005). Contiene
cinco miembros: Gogq, Gall, Gal4, Gal5/
Gal6 (Gal5 en ratéon y Gal6 su ortdlogo en
humano), todos ellos resistentes a las toxinas
coléricay pertisica. Los dos primeros son muy
abundantes mientras que el resto se encuentran
restringidos a tejidos muy concretos, como las
células hematopoyéticas (Amatruda, III et al.,
1991).

La clase Ga12/13 esta compuesta por solo dos
proteinas, Gal2 y Gal3, también resistentes a
las toxinas (Ui et al., 1990). Se pueden activar
por la mayoria de receptores que se acoplan a
Gag/11 y se encuentran expresadas de manera
ubicua (Wettschureck et al., 2005). El analisis
de la sefializacion a través de estas subunidades
hasidodificil debido ala falta de disponibilidad
de inhibidores especificos. Mediante el uso
de moléculas mutantes constitutivamente
activas se ha visto que pueden inducir una



Table 1 | Heterotrimeric G-protein subunit composition

Isoforms Effectors

Gua-subunit family

Ge, Inhibits adenylyl cyclases

G"'u Inhibits adenyly cyclases

G, Inhibits adenylyl cyclases

G%\.Q Inhibits adenyly cyclases

Gy, Inhibits adenylyl cyclases

G, Activates POE (visual rod)

Gy, Activates FDE (visual cone)

Gagu - Activates PDE (taste)

G, Stimulates adenyiy cyclases

Gier Stimulates adenyly cyclases (olfactory)

Gictyy Stimulates adenyiyvl cyclases

Gaq Stimulates PLCR

G, Stimulates FLCR

Gty 4o Stirmulates PLCP

G, Stimulates Rho guanine nucleotide-exchange factors

Gty Stirmulates Rho guanine nucleotide-exchangs factors

Gf and Gy subunits

GB, 5 Inhibits adenyid cyclases, stimulates Ca2 and
k- channels, stimulates PI3K activity, recruits GRK2 and
GRKS, stimulates PLCA

G'Yuz Inhibits adenylyl cyvclases, stimulates Ca® and

K+ channels, stimulates PI3K activity, recruits GREK2 and
GRES, stimulates PLCR

GRK, G-protein receptor kinass; PDE, phosphodiesterass; FI2K, phosphatidylinositol 2-kinase;

PLCPR, phospholipase Cp.

TABLA 1.Resumen de las diferentes subunidades de Proteinas Gy los efectores que posee cada una (Malbon, 2005b).

variedad de rutas de sefializacion que inducen
la activacion de efectores como fosfolipasa
A2, intercambiadores de sodio y potasio o
c-Jun. Una importante funcion tiene lugar a
través de la modulacion de la contractibilidad
por activacion de la GTPasa citosolica de bajo
peso molecular Rho (Buhl et al., 1995).

Senalizacion mediada por el
complejo Gpy

Desde un principio al complejo Gy se le
considerd una pareja pasiva de la subunidad
a. No obstante, se ha demostrado que en su

estado libre este dimero puede regular a varios
efectores (Figura 14).

El complejo GPy puede formarse por
un repertorio de 5 subunidades B y 12
subunidades y. Las subunidades de B1 a
B4 forman un estrecho complejo con las
subunidades y que solo puede separarse bajo
condiciones desnaturalizantes. Por ello, se
suele hablar de la funcion del complejo GBy
como un conjunto. Todas las subunidades Gf3
pueden interaccionar con la mayoria de las
subunidades Gy, pero las 60 posibilidades
de combinacién no ocurren en la naturaleza
(Clapham et al., 1997). Algunos dimeros Gfy
pueden interaccionar con la misma isoforma
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Ga, lo cual sugiere que la expresion diferencial
o la localizacién subcelular son importantes
para la regulacion de la sefializacion (Graf et
al., 1992).

Entre los eventos de sefializacion mediados
por el dimero GPy se incluyen la regulacion
de canales idnicos, isoformas particulares
de Adenilato ciclasa (AC), fosfolipasa C
(PLC) y fosfoinositol 3-quinasas (PI3Ks)
(Wettschureck et al., 2005).

Una célula individual puede contener hasta
cuatro o cinco tipos diferentes de proteina G, a
excepcion de las que se encuentran en tejidos
u 6rganos concretos (Neer, 1994). La mayoria
de receptores pueden activar mas de un tipo
de proteina G pero suelen mostrar preferencia
por uno en concreto. La activacion de un
GPCR, por tanto, resulta en la activacion de
varias cascadas de transducciéon a través de
subunidades a y de complejos libres Gfy. El
patrdn de proteina G activada por un receptor
determina la respuesta bioldgica en una célula
y, por tanto, receptores que tienen efectos
celulares muy similares normalmente activan
el mismo subtipo de proteina G. Por lo general,
la interaccién con el receptor no ocurre de
una manera absolutamente especifica pero
tampoco completamente promiscua. Algunos
receptores parecen interaccionar solo con
ciertos subtipos de proteinas G y, en algunos
sistemas celulares, la composicion de la
sefalizacion mediada por proteinas G puede
ser muy especifica. (Wettschureck et al.,
2005).

En el caso de Smo, existen varios estudios
que describen su capacidad de activar a
subunidades Goi. La primera aproximacion
se hizo mediante el uso de la toxina pertisica
(PTX) en pez zebra, que causd en el pez
un fenotipo de pérdida de funcién de Hh
caracterizado, entre muchos otros defectos,
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por ciclopiay falta de especificacion ventral en
el prosencéfalo (Hammerschmidt et al., 1998).
Se postuld, por tanto, que Smo requiere de
proteinas G inhibitorias (Gai) para transducir la
sefial ya que ésta es la inica clase de proteinas
G ampliamente expresada que responde a la
toxina. Dos estudios posteriores realizados in
vitro y en sistemas celulares que no responden
a Hh confirmaron que Smo es capaz de activar
a este tipo de subunidades. El primero se
realizd en melanoforos de rana, en los que la
sobreexpresion de Smo indujo la agregacion
de melatonina, mecanismo conocido por
requerir la activacion de subunidades Gai. La
agregacion del pigmento pudo reprimirse tanto
con PTX como con la coexpresion de Smo y
un dominante negativo de Gai o el receptor
Patched (DeCamp et al., 2000). En el segundo
estudio, realizado en células Sf9 (una linea
celular de mariposa), se demostré que Smo
es capaz de cargar GTP radioactivo (P32y-
GTP) en subunidades Gai y, por lo tanto, de
activarlas (Riobo et al., 2006). Mediante la
creacion de una mosca mutante que carece de
Gai se demostrd, recientemente, la necesidad
de esta subunidad para la correcta activacion
de la via de Hh en Drosophila melanogaster
(Ogden et al., 2008).

Existe un uUnico estudio que implica a la
subunidad Ga12 en la cascada de transduccion
de sefial de ruta de Shh mediante la activacion
de la via de Rho quinasa (Kasai et al., 2004).

Regulacion de los niveles
intracelulares de AMPc

Produccion de AMPc: Las Adenilato
Ciclasas

El AMPc es producido a partir de ATP por

dos familias ampliamente expresadas y



relacionadas evolutivamente: las adelinato
ciclasas solubles (ACs) y las adenilato
ciclasas de membrana plasmatica (ACtm),
dos familias con funciones fisiologicas
distintas. Poseen una arquitectura conservada
en cuanto a dominios y mecanismo cataliticos
se refiere, pero difieren en la localizacion
subcelular y responden a distintos reguladores.
Las proteinas G heterotriméricas son las
principales reguladoras de la actividad de las
ACtm, mientras que las AC solubles (ACs) se
modulan a través de moléculas intracelulares
tales como el calcio o el bicarbonato y son
insensibles a la regulacion por las proteinas
G. La familia de las ACtm estd compuesta
por nueve isoformas codificadas en genes
diferentes, todas ellas capaces de formar el
AMPc a partir de ATP en respuesta a una sefial
mediada, por lo general, por subunidades o
de proteina G (que pueden ser activadoras o
inhibitorias), aunque en algunos casos puede
ser a través de Calcio/calmodulina, o de las
subunidades Py de la misma proteina G. La
forskolina (FSK), o coleonol, es una pequefia
molécula de la familia de los disterpenos
aislada de la planta Coleus forskohlii que es
capaz de activar a todas las ACtm, a excepcion

de ACIX (Kamenetsky et al., 2006).

Degradacion de AMPc: Las
Fosfodiesterasas

La terminacion de la sefial de AMPc esta
conferida a la superfamilia enzimatica de las
fosfodiesterasas (PDEs). Estan codificadas en
21 genes clasificados en 11 familias y catalizan
la hidroélisis del fosfato 3’en los nucledtidos
ciclicos AMPc y GMPc. Existen unas 40
isoformas distintas capaces de catalizar la
hidrolisis de AMPc a AMP, si se incluyen las
que tienen doble especificidad y las que son
especificas sélo de AMPc (Kleppisch, 2009).

Los niveles de AMPc intracelular estan, pues,
regulados por el balance de las actividades de
ACs y de PDEs. Dependiendo del tipo celular,
de la combinacion de diferentes moléculas de
ambas familias y de su activacion, el recambio
de AMPc sera mayor o menor.

PROTEINA
QUINASA A

Introduccion

La fosforilacién es un mecanismo que sirve
para mediar la funcion de muchas proteinas
dentro de la célula. Las enzimas encargadas de
catalizar esta modificacion reversible son las
conocidas proteinas quinasas y las fosfatasas.
Estas
comunicacion entre la membrana plasmatica

enzimas constituyen el nexo de
y las estructuras internas de la célula. Pueden
regular desde un proceso metabolico simple
hasta la organizacion de la division celular y
juegan, por tanto, un papel clave en la funcidn
y el mantenimiento celular. En las ultimas
décadas se ha expandido la identificacion
de nuevas quinasas y han emergido como
dianas terapéuticas, ya que muchas de ellas
se han asociado a enfermedades (Taylor et al.,
2008).

La proteina Kinasa A (PKA) o “proteina
dependiente de AMP ciclico (AMPc)”, es
uno de los miembros mas estudiados de esta
superfamilia. Fue una de las primeras en
ser descubierta, clonada y secuenciada, y
la elucidacién de su estructura proporciono
el primer molde en tres dimensiones para
esta familia. El estudio de la enzima en
solucion en los ultimos afios ha permitido
considerarla también una proteina “scaffold”,
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ya que contiene multiples sitios de interaccion
proteina-proteina en su superficie que son
tan esenciales para su funcion como lo es la
transferencia del fosfato (Taylor et al., 2008).

Funcion, Estructura y Activacion
de PKA

La PKA es una enzima importante en el
metabolismo celular debido a su capacidad
para
enzimas especificas

regular, mediante la fosforilacion,
implicadas en rutas
metabolicas. Puede modular la expresion
de ciertos genes asi como la secrecion y
la permeabilidad de la membrana. Entre
los sustratos de PKA se incluyen a canales
i6nicos, enzimas metabolicas del citoplasma y
algunos factores de transcripcion que regulan
la expresion de ciertos genes en el nucleo.
Como el caso de pCREB o de Gli3 (Taylor et
al., 2008). Ya citado anteriormente, este Gltimo
es uno de los factores de transcripcion de la
via de Shh y su fosforilacion por PKA induce
su degradacion por el proteasoma dando lugar
a una forma truncada de la molécula con
actividad represora de la via (Gli3-R).

La PKA es una holoenzima tetramérica
compuesta por dos subunidades reguladoras
(R) que forman un dimero y dos subunidades
cataliticas (C) que se unen cada una a una
subunidad R. En vertebrados existen varias
isoformas de la subunidad C (Ca, CB, Cy y
PRKX) pero las dos de mayor importancia
son Ca y Cp. Cada una de éstas posee
diferentes variantes de splicing, importantes
para adquirir una mayor especificidad. Se
distinguen ademas cuatro subunidades R,
que determinaran el tipo de holoenzima que
se forme (tipo I o tipo II): Ral, RBI, Rall y
RBII. Homo o hetero-dimeros de RI u homo-
dimeros RII unen a dos subunidades C libres
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por su centro activo y las mantienen asi en
su estado inhibido. La combinacion entre las
diferentes subunidades R y C le confiere a la
PKA una alta especificidad en su sefializacion
(Taylor et al., 2008).

Tal y como sunombre indica, la PKA o proteina
dependiente de AMPc se activa a partir de
este segundo mensajero, el AMPc. La union
de dos moléculas de AMPc en cada una de
las subunidades reguladoras de la holoenzima
causa un cambio en la conformacién de las
mismas y una consiguiente liberacion de las
subunidades cataliticas, que podran fosforilar
a sus sustratos proteicos. De esta manera, las
subunidades reguladoras traducen una sefial
extracelular (mediante un segundo mensajero)
a una respuesta biologica (Kim et al., 2007;
Taylor et al., 2008).

La funcion enzimatica de la PKA, por tanto,
esta mediada por la subunidad catalitica. Esta
es una Ser/Thr quinasa de ancho espectro que
tiene capacidad para catalizar la transferencia
de fosfato a un gran rango de proteinas. Esta
fosforilacion da como resultado un cambio
en la actividad del sustrato, que puede ser
una activacion o una represion. Como se
encuentran en una gran variedad de células, la
PKA 'y el AMPc estan implicados en multiples
procesos celulares (Taylor et al., 2008).

Estructura, dominios y activacion de la
subunidad Catalitica (C)

La subunidad C es una proteina globular que
posee dos lobulos. El I6bulo pequefio es muy
dinamico, le sirve de sitio de union de ATP y
es donde se da la transferencia del y-fosfato
a sus sustratos, concretamente en el residuo
Ser/Thr de la region consenso R-R-X-S/T-
Hid (donde X es variable y Hid es cualquier
aminoacido hidrofobico) (Kemp et al., 1977).
El 16bulo grande es muy estable y sirve como
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FIGURA 15.Dominios principales de las subunidades Cy R de la PKA (Taylor et al.,2008a)

estructura de estabilizacion de la maquinaria
catalitica y como lugar de anclaje de las
parejas proteicas que actiian como sustratos o
inhibidores. Contiene un motivo de activacion
propio de la familia de las quinasas, el bucle
de activacion VKGRTWT (aminoacidos 191-
197), que es la mayor superficie de union con
la subunidad reguladora. La Thr197, ademas,
es el aminoacido que hace de puente entre los
dos lobulos de la proteina (Figura 15) (Kim et
al., 2007).

Para activarse, la subunidad C sufre dos
autofosforilaciones secuenciales posteriores a
su liberacion, una en la Ser 197 (que in vitro se
puede inducir por la quinasa PDK1) y otra en
la Ser 338. Mutaciones en la primera afectan
a la actividad y a la unién a la subunidad R
pero no a la de sus sustratos (Adams et al.,
1995), mientras que cambios en la segunda no
tienen ningun efecto en la catalisis pero bajan
la estabilidad de la proteina (Yonemoto et al.,
1997).

Estructura, dominios y activacion de la
subunidad Reguladora (R)

La subunidad R es una proteina modular muy
dindmica que sirve como uno de los mayores
receptores de AMPc en las células eucariotas.
En su fraccion amino-terminal contiene
un dominio hidroféfico necesario para la
dimerizacion y/o el anclaje (D/D, Docking/
Dimerization) que permite la formacion del
dimero y la interaccion con proteinas scaffold
como las AKAPS (Li et al., 1995). Después de
este dominio hay una region de inhibicion de
PKA variable y flexible que se acopla al sitio
activo de la subunidad catalitica. En el lado
carboxi-terminal residen los dos sitios de union
a AMPc (el dominio A y el dominio B), que
poseen el cassette de union a fosfato (PBC).
Este sitio de unidn se encuentra conservado
dentro de la familia de proteinas que unen
nucledtidos ciclicos (Figura 16) (PKA/PKG,
CAP, HCN y EPAC) (Kim et al., 2007) .

Dimerization Inhibitor L i
/Docking Domain Squence cAMP Binding Domaiin
1 61 9499 123 260 179
Rict .DID__ IS Domain-A
1 45 108 112 158 277 426
L e DDy IS Domain-A

Domain-A

C-subunit

i i ¢AMP, C-subunit
active site

AKAPs

cAMP, C-subunit

FIGURA 16.Principales dominios conservados en las subunidades reguladoras de PKA (Kim et al., 2007).
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Expresion restrictiva de las
holoenzimas tipo | y tipo Il de
PKA

Las subunidades C se expresan en la mayoria
de células, asi que la determinacion de la
holoenzima de PKA que se formara en una
célula determinada depende del tipo de
subunidad reguladora que alli se encuentre. En
los mamiferos estas ultimas tienen diferentes
patrones de expresion. Aunque muy ubicua,
la subunidad Rla se expresa principalmente
en el cerebro, testis y linfocitos B y T. De
manera similar, la subunidad Rlla tiene una
presencia amplia en varios tejidos mientras
que RIIP se expresa principalmente en tejidos
endocrino, cerebral, adiposo y reproductivo.
RIB en cambio, se expresa principalmente en
el cerebro (Bossis et al., 2004; Pidoux et al.,
2001).

Setnalizacion de PKA en
compartimentos subcelulares:
Las AKAPs

La localizacion variable de las isoformas
de PKA dentro de la célula afiade un grado
mayor de especificidad en la sefializacion
mediada por esta enzima. Las holoenzimas
tipo I suelen ser clasicamente citoplasmaticas
mientras que el 75% de las holoenzimas
tipo II suelen asociarse a organulos y a
estructuras especificas (Pidoux et al., 2010).
Las responsables de esta localizacion son
las AKAPS (A Kinase Anchoring Proteins),
una familia de proteinas con funciéon de
“scaffold”. En general, las proteinas scaffold
contienen multiples dominios de union
proteina-proteina y sirven como plataformas

para la integracion y la diseminacion de
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una seflal de manera simultanea. Secuestran
una enzima de sefializacion en un ambiente
subcelular especifico y aseguran que cuando
ésta se active se encuentre en estrecha
proximidad de las dianas mas relevantes que
alli se encuentren. De esta manera aportan a
una via de sefializacion intracelular una gran
resolucion espacio-temporal constituyendo un
punto clave para que una ruta comun dé lugar
a diferentes funciones (Beene et al., 2007).
La primera AKAP en identificarse, en el
ano 1982, fue MAP2 (Theurkauf et al.,
1982). Si se incluyen a todas las variantes de
splicing, hasta el momento se han identificado
a mas de 50 miembros de AKAPs. Esta
gran familia estd constituida por proteinas
estructuralmente diversas pero que comparten
tres caracteristicas comunes a nivel funcional.
En primer lugar, contienen un dominio de
anclaje de PKA, concretamente un dominio
de union a las subunidades reguladoras de
la misma. En segundo lugar, actian como
proteinas scaffold multivalentes que, ademas
de unir PKA, son capaces de formar complejos
multiproteicos y de integrar la sefial de AMPc
con otras rutas o eventos de sefializacion. Y,
por ultimo, tienen motivos de localizacion
determinados (como modificaciones lipidicas
o dominios de interaccion proteina-proteina)
que les permiten dirigir a estos complejos de
sefializacion a lugares especificos dentro de la
célula (Beene et al., 2007).

Dominios de interaccion entre
AKAPS y subunidades R

La mayoria de las AKAPs identificadas
hasta el momento unen especificamente a la
subunidad RII ya que es la isoforma de PKA
comunmente conocida por confinarse en
compartimentos y en estructuras subcelulares.
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FIGURA 17.Diagrama de la interaccién entre un dimero de RIl (formado por la unién de las fracciones amino-terminales de dos
subunidades de Rll, en color azul oscuro) y la hélice amfipatica de las AKAPs (color turquesa) (Pidoux et al., 2010).

Por su gran solubilidad se asumié que la
holoenzimatipoIse encontrabaprincipalmente
en citoplasma. No obstante, recientemente se
han caracterizado algunas AKAPs especificas
para RI. Ademas, se han identificado algunas
AKAPs de doble especificidad (D-AKAPs)
que unen a ambos subtipos (como D-AKAP1
y D-AKAP2) (Beene et al., 2007; Pidoux et
al., 2010).

En cuanto a la afinidad de wunidn, las
subunidades RII se unen a las AKAPs en un
rango nanomolar mientras que las subunidades
RI lo hacen a niveles superiores, que pueden
llegar hasta los micromoles (Pidoux et al.,
2010).

Aunque las estructuras RII/AKAP son bastante
similares entre ellas, cada AKAP une a RII de
una manera ligeramente diferente. Mediante
alineaciones de secuencias de diferentes
AKAPs se descubrid que tienen un motivo de
unos 14-18 aminoacidos responsable de unioén
a las subunidades reguladoras de PKA y que
forman una estructura secundaria en forma
de hélice-a amfipatica (Figura 17). Estudios
de resonancia magnética nuclear (NMR)
demostraron que esta hélice se une a una

ranura hidréfoba dentro del sitio de anclaje y
dimerizacién (D/D) la subunidad RII. Si esta
estructura helicoidal se perturba mediante
sustituciones con prolina en uno o mas de sus
residuos, las AKAPs no pueden unir a PKA
(Beene et al., 2007; Pidoux et al., 2010).

Todas las isoformas de PKA tienen una alta
homologia en el dominio D/D y en los sitios de
union a AMPc. Por el contrario, las regiones de
union a C son muy variables tanto en longitud
como en secuencia. En cuanto a su afinidad
de union al ligando, existen diferencias entre
las distintas subunidades reguladoras. Las
holoenzimas de PKA tipo I son mas sensibles
a concentraciones bajas de AMPc, con una
constante de activacion (Kact) de 50-100nM
de AMPc, mientras que la holoenzima tipo II
presenta una Kact de 200-400nM (Amieux et
al., 2002; Pidoux et al., 2010).

Eldisefio y la produccién de péptidos sintéticos
como el Ht31 (obtenido a partir de AKAP-
Lbc) y de péptidos de nueva generacion han
permitido interferir la unién entre AKAPs y
RII. Otros péptidos como RIAD impiden la
union entre AKAPs y RI (Figura 18 B).
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FIGURA 18. Motivos de las AKAPs que unen a subunidades reguladoras de PKA. A. Primer alineamiento de secuencias de
diferentes AKAPs: MAP2,P150 y péptidos de union especifica a AKAPs obtenidos de una libreria (Ht31y Ht21) (Carr et al., 1991).B.
Comparacion entre secuencias de diferentes AKAPs (AKAPs de afinidad Unica para subunidades Rl o RIl de PKA y AKAPs de doble
afinidad, o D-AKAPS) con péptidos sintéticos especificos de disrupcién de la unién entre AKAP y Rl o RIl (*) (Gold et al., 2006).

RI

AKAP docking domain

Helix B

AKAP docking domain

FIGURA 19.Comparacién de los dominios D/D de los dimeros de las subunidades Rl y RIl de PKA y su superficie de interaccion

con AKAPs (Pidoux et al., 2010).

Cuando dimerizan por el dominio D/D, las
subunidades RII proporcionan la superficie
de union a las AKAPs (Figura 17). Su region
amino-terminal se puede dividir en dos
regiones. La primera, constituida por los
residuos del 1 al 23, forma la superficie de
anclaje a las AKAPs. La segunda, compuesta
por residuos del 24 al 44, cubre las uniones y
los contactos entre las dos partes del dimero
(Gold et al., 2006; Newlon et al., 2001; Pidoux
et al., 2010). Mediante mutagénesis dirigida
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se descubrié que las isoleucinas 3 y 5 son
esenciales para la unién de RIlo a AKAPs y
que una delecion de la region del aminoacido
1 al 5 inhibia la unién a AKAPs sin interferir
en la dimerizacién de las moléculas (Hausken
et al., 1994). Las subunidades RI dimerizan
de una forma similar aunque el dominio de
dimerizacién incluye otros aminoécidos (de
los residuos 12 al 61) (Figura 19) (Banky et
al., 2003).



AKAPs y el control local de la
produccion de AMPc

Diversos estudios de imagen in vivo (mediante
el uso de subunidades reguladoras y cataliticas
fusionadas a moléculas fluorescentes que
realizan FRET) han demostrado que los
niveles de AMPc no estan distribuidos de
manera uniforme dentro de la célula, sino
que su difusién se encuentra restringida en
“microdominios” sujetos a un control muy
dindmico (Zaccolo et al., 2002). Como he
mencionado anteriormente, el flujo temporal
de AMPc se regula por dos sets de encimas:
las ACs y las PDEs. La regulacion local de
las variaciones de AMPc en microdominios
dependera, por lo tanto, de la localizacion de
estas enzimas dentro de la célula (Pidoux et
al., 2010).

Hoy en dia se conocen interacciones entre
AKAPs y ciertas PDEs que hacen que
estas enzimas se localizacen también en
compartimentos celulares especificos (como
el centrosoma o membrana plasmatica)
contribuyendo asi en la degradacion local del
AMPc y en el establecimiento de gradientes
locales del mismo (Figura 20) (Beene et al.,
2007; Pidoux et al., 2010). Aunque menos
estudiadas, también se han detectado algunas
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interacciones entre diversas AKAPsy ACs, que
en algunos casos contribuyen a la inhibicion
de estas ultimas (Dessauer, 2009).

A través de las AKAPs, por lo tanto, PKA
adquiere un nivel de control espacial mediante
la regulacion de la proximidad a sus sustratos.
Facilita también un control temporal, ya se
coloca de manera optima en lugares donde
se producen variaciones de AMPc discretas
y reguladas, a su vez, de manera temporal.
Ademas de esto, existe un mecanismo de
feedback negativo por parte de PKA, que es
capaz de activar PDEs y hacer que los niveles
de AMPc bajen rapidamente (Pidoux et al.,
2010). Puede regular también a algunas ACs
como laACV y la ACVI, que son fosforilables
por PKA (Kamenetsky et al., 20006).

Ademéds de las PDEs y de las ACs, las
AKAPs pueden reunir miembros de otras
para
Muy
frecuentemente incluyen proteinas quinasas

rutas de sefalizacion enzimaticas

formar complejos multiproteicos.
(como PKC, ERK y Epac) y fosfatasas (como
PP1, PP2A y PPI) anclando asi reguladores
positivos y negativos de una misma sefial

(Beene et al., 2007).

cAMP-gated ion

channels

FIGURA 20. Ruta de sefalizacion de
cAMP en la que se observa a PKA en
un compartimento subcelular anclada
a una AKAP. Las PDEs, muy préximas
a ésta, también se encuentran en en
estructuras especifical limitando la
extensionyladuraciéndelosgradientes
de AMPc. (Pidoux et al.,2010) .
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Localizacion intracelular especifica de
las AKAPs

Las AKAPs
union proteina-proteina o proteina-lipido

disponen de dominios de
especificos que les confieren la capacidad de
localizarse selectivamente en un determinado
compartimento celular. De esta manera, las
AKAPs crean microdominios intracelulares
que le permiten a la célula superar los
problemas de interaccion entre las proteinas
que son poco abundantes y hacer que las
sefales generadas (como cambios en Ia
concentracion intracelular de nucledtidos
ciclicos, Ca2+ ¢ inositol fosfato) sean locales
y que alcancen niveles funcionales solo en
puntos de estrecha proximidad con la proteina
de anclaje (Malbon et al., 2004). Se han
identificado AKAPs asociadas a una gran
variedad de compartimentos celulares, entre
los que destacan los centrosomas, el reticulo
endoplasmatico, el aparato de Golgi, las
mitocondrias, los microtabulos, la membrana
celular, la matriz nuclear y el citoesqueleto
(Wong et al., 2004).

Mutantes de PKAy su
relevancia en la via de Hh

Estudios en diferentes especies han permitido
relacionar a PKA que con la via de Hh.
Mutaciones de PKA que causan una reduccion
de su actividad dan lugar a fenotipos de
ganancia de funcion de Hh, mientras que
aumentos de la misma causan fenotipos
opuestos.

El papel de PKA en el desarrollo se revelo
a partir de mutaciones en el gen DCO de
Drosophila melanogaster y que codifica para
la subunidad catalitica de la misma. La pérdida
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de este gen causé defectos en la oogénesis y
en la determinacion del patterning (o patron
de expresion de proteinas) en el embrion que
pudieron ser rescatadas por una sobreexpresion
de una subunidad catalitica de PKA (Jiang et
al., 1995; Li et al., 1995). Posteriormente en
esta misma especie se descubrid que algunas
de las mutaciones que se creian localizadas
en del gen Cosl y que causaban fenotipos de
ganancia de funcion de Hh eran en realidad
mutaciones que causaban pérdidas de funcion
del gen de C-PKA o ganancias de funcion del
gen de RII-PKA (Collier et al., 2004).

De manera similar, la deficiencia de PKA
en vertebrados o su inapropiada activacion
provoca defectos en patterning del tubo
neural asi como en de las somitas y de las
extremidades. La sobreexpresion de una
molécula reguladora de PKA de Drosophila
melanogaster que contiene una mutacion que
le impide activarse por AMPc (y por lo tanto,
no le permite liberar a la subunidad catalitica)
actia como dominante negativa de PKA en pez
zebra y tiene un fenotipo similar a la expresion
ectopica de Sonic e Indian Hedgehog en esta
especie (Concordet et al., 1996). Ambos
fenotipos pueden ser rescatados mediante la
expresion de una subunidad catalitica de PKA
de raton (Hammerschmidt et al., 1996). Como
ocurre en el pez, los ratones transgénicos
que contienen una subunidad Rla dominante
negativa también poseen una activacion
ectopica de la via de Shh en el CNS dorsal que
imita la expresion ectopica de Shh (Clegg et
al., 1987; Epstein et al., 1996). Las sucesivas
supresiones de los alelos de las subunidades
Ca y CPB de raton dan lugar a defectos en
el patterning. Los ratones que retienen un
solo alelo de Ca o CB (Co-/+ CB-/- 0 Ca -/-
CB-/+) sufren una dramatica expansion del
tubo neural en las regiones toracica y lumbar
(con un 100% de penetrancia) y un fallo en el
cierre del tubo neural en un 25% de los casos.



Tiene lugar una expansion de los marcadores
ventrales y una reduccién o ausencia de los
dorsales por un incremento en la sefial de
Shh. La pérdida completa de la actividad PKA
(Ca-/- 0 CB-/-) resulta en letalidad embrionaria
temprana debido al amplio rango de funciones
esenciales que posee PKA en procesos como
la replicacion del ADN, el ciclo celular y la
activacion del genoma del zigoto (Huang et
al., 2002). Por el contrario, la manipulacion
farmacologica de PKA mediante el uso de
Forskolina (FSK) o andlogos de AMPc bloquea
por completo la habilidad de Sonic Hedgehog
de inducir las neuronas dopaminérgicas o los
marcadores de la via desde la placa del suelo
(Hynes et al., 1995).

EL CILIO
PRIMARIO

Hasta hace muy poco, la via de sefializacion de
Shh en la mayoria de especies se consideraba
conservada casi en su totalidad con la de
Drosophila melanogaster, especie en la que se
descubrieron muchos de los eventos que tienen
lugar durante la transduccion de la sefal. No
obstante, recientemente se afiadid un factor
de complejidad en la ruta de vertebrados: el
cilio primario. De manera que hoy en dia no
considera a la membrana plasmatica de la
célula como una unidad capaz de responder a
Shh por igual en cualquier zona por donde se
la estimule, si no que es en la membrana ciliar
donde tiene lugar el inicio de la sefalizacion
de la via de Shh ya que tanto el receptor como
muchos otros componentes de la misma se
acumulan en el cilio primario.

Cilios y Flagelos. Introduccion
general.

Los cilios y los flagelos de los organismos
eucariotassonfinasproyeccionesintracelulares
de las células que cumplen importantes
funciones de movimiento o sensorial.

Los cilios (del latin cilium, ceja) son
caracteristicos  exclusivamente de los
organismos eucariotas (con la excepcion de
los que tienen pared celular). En vertebrados,
practicamente todos los tipos celulares tienen
cilios o proceden de células que los tuvieron
(Satir et al., 2007)

El término flagelo, en cambio, es un poco
ambiguo ya que se usa para referirse tanto a los
organos moviles de los organismos eucariotas
como al de los procariotas, estructuras que
no son homodlogas y que difieren mucho
en su organizacién y en su composicion.
Ademas, los flagelos de los procariotas
son estructuras extracelulares rigidas y no
moviles por si mismas mientras que los
flagelos de los eucariotas son intracelulares
e intrinsecamente maéviles. En 1980 y ante el
reclamo de los bacteridlogos por el término
flagelo, Lynn Margulis propuso incluir a
los cilios y los flagelos de los organismos
eucariotas en el término undulipodio (del latin
undula, onda pequefia; del griego podos, o
pie). Los undulipodios difieren entre si por su
tamafio (de 2 a 15 pm en los cilios y de hasta
varios milimetros en los flagelos), el numero
por célula (los flagelos son tnicos mientras
que los cilios suelen encontrarse en multiples
copias, a excepcion de los cilios nodales o
primarios) y por el patrén de movimiento (los
cilios baten como un remo, son inméviles
o crean un vortice mientras que los flagelos
ondulan) (Lynn et al., 1992). Ademas de
estas diferencias estructurales, los cilios y
los flagelos de los eucariotas difieren entre
si por su funcion: los flagelos son capaces de
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propulsar a la célula por un liquido mientras
que los cilios se situan en células estacionarias
y, gracias al impulso que realizan y a la
sincronizacion de su batido, son capaces de
mover un fluido y a los elementos contenidos
en él. Ambos se componen por tubulinas pero
los flagelos poseen, ademas, otros cientos de
proteinas muy bien organizadas.

Estructura, Clasificaciony
Funcion de los Cilios.

Estructura basica de los cilios

Los cilios tienen una esteriotipada estructura
microtubular, denominada axonema, que se
proyecta hacia fuera de la superficie celular
desde uno de los centriolos modificados (el
centriolo madre o cuerpo basal) que lo ancla a
lacélula (Figura21A). Este se encuentra unido,
a su vez, a la membrana plasmatica gracias a
las unas fibras microtubulares denominadas
fibras de transicion o escudos alares. El
axonema ciliar se encuentra revestido por
la membrana ciliar: una bicapa lipidica que
es continua con la membrana plasmatica de
la célula (como si fuese una evaginacion de
la misma) pero que difiere de esta tltima en
su contenido proteico. Esta posee una gran
cantidad de receptores y de canales idnicos,
lo que la hace una estructura altamente
especializada. Las estructuras responsables de
esta diferencia proteica son el bolsillo ciliar
y el collar ciliar. El primero es una profunda
hendidura de doble membrana en forma de
vaina que envuelve la base del cilio. El collar
ciliar es un complejo formado por las fibras
de transicion y una gran cantidad de vesiculas
de membrana dispuestas en forma de collar de
perlas en espiral y que se sitian donde estas
fibras contactan con la membrana, en la zona
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de transicion. Esta zona se denomina asi
porque es el lugar donde se da la transicion
entre los tripletes de microtibulos del cuerpo
basal con los dobletes de microtibulos del
axonema ciliar (Figura 21 B y C) (Pedersen
et al., 2008).

Por analogia con el poro nuclear y por su
relacion filogenética, a este collar ciliar se le
denomina también complejo del poro ciliar ya
que, junto con la estructura interna del centriolo
madre modificado, restringe el tamafio de
moléculas que entran en el compartimento
ciliar (Figura 21 B y C). El complejo del poro
ciliar funciona como una puerta de entrada
altamente regulada en la que se acumulan,
antes de entrar en el compartimento ciliar, los
precursores ciliares y las proteinas encargadas
del transporte intraciliar (Praetorius et al.,
2005; Rosenbaum et al., 2002; Satir et al.,
2007)

Clasificacion y Funcion de los cilios

Los cilios de los organismos eucariotas se
clasifican en dos grandes grupos: inmoviles o
primarios y maoviles o secundarios. Estos tipos
de cilios son facilmente distinguibles por el
patrén de axonema que poseen, que se abrevia
segln el nimero de microtibulos externos o
dobletes externos (compuestos por subfibras
del tipo A y B, unidas por nexinas) y a los
pares centrales de microtubulos o dobletes
internos. El axonema tipico de los cilios
moviles se designa por la conocida formula
9+2, que consiste en un anillo de 9 pares de
dobletes externos y dos pares de dobletes
internos (Figura 23). Estos cilios contienen
también estructuras accesorias involucradas
en la movilidad: brazos internos y externos
de dineina, extensiones radiales y un par de
proyecciones centrales (Figura 23). Suelen
encontrarse en multiples copias por célula
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FIGURA 21.A.Esquema representativo de las partes de los cilios y flagelos (Pedersen et al., 2008a). B. Cortes transversales de las
diferentes partes de un cilio. FPC, complejo del poro flagelar (ciliar) (Rosenbaum et al., 2002). C. Estructura mas detallada de la
membrana en la zona del bolsillo ciliar (Rohatgi et al., 2010).

FIGURA 22. Micrografia electronica (M.E) de un cilio y de sus dos centriolos. A. Proximidad entre los dos centriolos. Pc, Centriolo
Proximal; D¢, centriolo distal. El axonema del cilio (Ax) emerge del Dc. By C. Secciones transversales del Pcy del Dc o cuerpo
basal (respectivamente) en las que se observa una gran diferencia en su estructura interna (Praetorius et al., 2005).
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(como ocurre en el caso de las células de las
superficies epiteliales del sistema respiratorio
y de los oviductos o las células ependimales
de los ventriculos del cerebro adulto) y su
funcién concreta es la de transportar fluidos y
sustancias a lo largo de la superficie epitelial
mediante la sincronizacion de sus batidos.
Dentro de los cilios mdviles existe una
excepcion: el cilio de las células de blastocisto
del nodo embrionario. Este cilio posee una
estructura 9+0 ya que carece del par de dobletes
centrales responsables del movimiento de
batida pero conserva los brazos de dineina
externos. Su funcion es la de rotar para crear
un flyjo direccional de un lado a otro del nodo
embrionario, necesario para el establecimiento
de la asimetria bilateral en los embriones
(Hirokawa et al., 2006).

Aligual que estos ultimos, los cilios inmoviles
0 primarios estan compuestos por un axonema
9+0. No disponen de los dobletes centrales,
los brazos externos e internos de dineina ni
del resto de accesorios responsables de la
movilidad (Figura 23).

o4+2 miotile cilium

Algunos cilios altamente especializados
(como los cilios de los de los o¢rganos
sensoriales olfatorios de los vertebrados o
los fotorreceptores de la vista: los conos y
los bastones), poseen una extension del cilio
primario con un axonema atipico en la parte
distal formado por extensiones de las subfibras
tipo A.

Los cilios inmoviles candnicos también tienen
una excepcion: los cilios de las células del
oido interno, provistas de un axonema 9+2

pero que se consideran inmoévil.

A diferencia de los cilios moviles, el cilio
primario se encuentra presente en una copia
Unica en la mayoria de los tipos celulares
de los vertebrados. A pesar de que su
descubrimiento tuvo lugar hace unos 100
afios por los citdlogos, su funcion concreta se
desconocia y fue considerado durante mucho
tiempo un 6rgano vestigial. En una primera
hipotesis se le atribuyo la funcion de inhibir
la division celular mediante el secuestro del
centriolo. Este pensamiento no es del todo
incorrecto ya que la mayor parte de células

9+0 primary cilium

Outer
doublets

Ceantral
pair

FIGURA 23.Diferencias entre el axonema de cilios méviles (9+2) y cilios primarios no moéviles (9+0). ODA e IDA, brazos externos
e internos de dineina, respectivamente; RSP; extensiones radiales (Pedersen et al., 2008a).
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que tienen cilio son células que estan en estado
quiescente (Satir et al., 2010). En la ultima
década se relaciono con importantes funciones
como lo son la regulacion y coordinacion
de procesos celulares en el desarrollo, entre
los que se incluyen la migraciéon celular, la
diferenciacion o re-entrada en ciclo celular, la
especificacion del plano de division celular y
la apoptosis (Pedersen et al., 2008a; Practorius
et al., 2005).

El ciclo celular, el centriolo y el
cilio primario

El axonema ciliar se desarrolla y se ancla al
centriolo madre (o centriolo distal), que dara
lugaral cuerpobasal. El proceso de ciliogénesis
esta acoplado, por lo tanto, a la maduracion
y a la duplicaciéon de los centriolos. Al ser
una estructura diplosomal, el otro centriolo
(el centriolo proximal) se encuentra unido al
distal y estd muy proximo al aparato de Golgi
(Praetorius et al., 2005). Ademas de servir
como cuerpos basales del cilio, los centriolos
tienen la importante funcion formacion de los
husos mitoticos durante la fase de division
celular. Los cilios se consideran estructuras
post-mitoticas que solo estan presentes en
células quiescentes y, hasta el momento, no se
han observado células que contengan ambas
estructuras. En las células que poseen cilio
primarioy que tienen capacidad para proliferar,
la ciliogénesis esta altamente coordinada con
la progresion del ciclo celular. En la fase G los
centriolos organizan la matriz pericentriolar
(PCM) para formar el centrosoma, que dara
lugar al denominado centro organizador de los
microtibulos (MTOC). En la fase de sintesis
del ciclo celular (S) se forman los centriolos
hijos por duplicacion del centrosoma que, en
la siguiente fase de mitosis (M), seran capaces

de funcionar como centriolos parentales. En
G2 se acumulan mas PCM para organizar a
los microtibulos durante la mitosis (Nigg et
al., 2009)..

En G2/M los centriolos madre se distinguen de
los hijos por la presencia de los denominados
apéndices distales y subdistales, estructuras
accesorias necesarias para la migracion y para
el anclaje del centriolo madre a la membrana
(Niggetal., 2009; Pedersen et al., 2008a). Una
vez esto sucede, los apéndices dan lugar a las
fibras de transicion uniendo el cuerpo basal a
la membrana y estabilizando la estructura del
cilio. En caso de no formarse los apéndices, la
ciliogénesis se inhibe. La polimerizacion del
axonema tiene lugar en Go/Gl1, tras el anclaje
del centriolo madre a la membrana (Figura
25) (Pedersen et al., 2008b; Pedersen et al.,
2008a). Se cree que la funcion concreta de los
centriolos es la formacion de los cilios y de
los flagelos ya que los organismos aciliados
eucariotas no poseen centriolos (Marshall,
2009).

Aunque la desaparicion del cilio primario y la
reentrada en mitosis son dos procesos que estan
altamente coordinados, la pérdida del cilio
no es un requisito para la entrada en el ciclo
celular ya que si se impide su desaparicién no
se inhibe la entrada en mitosis. Por otro lado, la
disrupcion del cilio primario tampoco induce
fenotipos de proliferacion descontrolada.

El mecanismo molecular exacto implicado
en la formacién y en la desaparicion del
cilio durante las fases del ciclo celular se
desconoce. En Chlamydomonas se sabe que
para la elongacion del cilio se requiere la
desinhibicidn de dos proteinas del centrosoma
que actian como supresoras de la ciliogénesis:
Cepl9 y CPII10. La deplecion de ambas
resulta en la aparicion de marcadores ciliares
bien establecidos en células que todavia
no han salido del ciclo. Por el contrario, la
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regulacion de la transicion G2/M a través de
Cdc2-Ciclina B activa a quinasas de la familia
de Nek y AurA responsables de que el cilio
se despolimerice (Figura 24) (Gerdes et al.,
2009).

Cilia formation

GO

Ciliogenesis

¥

CDC2-CyclinB
‘ Basal

Activates kinases

NEK and AurA

Ciliary disassembly

FIGURA 24. (Gerdes et al., 2009).

La ciliogénesis

Durante la década de los 60’ Sorokin describio
dos tipos de ciliogénesis en base al analisis
de imagenes de microscopia electronica de
transmision (TEM). En las células epiteliales,
el centriolo madre se ensambla directamente
a la membrana apical y desde alli el axonema
9+0 crece hacia el medio extracelular. La
formacion de los cilios mdviles (9+2) en
células epiteliales multiciliadas se da de una
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manera muy similar pero posteriormente
a la multiplicacion de los cuerpos basales
por un mecanismo acentriolar cuyas bases
moleculares exactas se desconocen (Sorokin,
1968a; Sorokin, 1968b).

Ciliogenesis

EPITHELIA

CYTOPLASM

FIGURA 26.Célula con un tnico cilio primario y célula epitelial
multiciliada (Nigg et al., 2009).

Por otro lado, los estudios de Sorokin en
células musculares demostraron que la
produccion del cilio se inicia dentro de la
célula y propuso tres estadios tempranos de
formacion del cilio primario: en una primera
fase, una vesicula derivada del aparato de
Golgi (vesicula centriolar) se une al centriolo
madre, desde el cual emergera el axonema
(Figura 27A a, h). A medida que el centriolo
se mueve, la vesicula comienza a invaginarse
y el centriolo forma las estructuras accesorias
para convertirse en el centriolo distal (Figura
27A b); en una segunda etapa tiene lugar
una fusion de nuevas vesiculas (vesiculas
centriolares secundarias) que formaran una
vaina y envolveran el axonema que comienza
a elongarse (Figura 27A ¢, h y 27B); y, por
ultimo, cuando la membrana que rodea el
axonema alcanza la superficie celular, se
fusiona con ésta dando lugar a la estructura en
forma de copa o collar ciliar y que consiste en
multiples hebras de particulas intra-membrana
conectadas con el centro del centriolo madre
(Figura 27A d y 27B) (Sorokin, 1968a).
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FIGURA 25.A.El cilio primario y el ciclo celular.El cilio se forma en la fase GO/G1, tras el anclaje del centriolo madre en lamembrana
plasmatica (Pedersen et al., 2008a). B. Arriba, Formacion del centrosoma y acumulacién del material pericentriolar en G2.Debajo,
M.E de apéndices distales y subdistales del centriolo madre (Nigg et al., 2009).

El transporte intraflagelar (IFT)

Los cilios y los flagelos se alargan desde
la base del cilio por extensién de su punta
distal, donde posteriormente tiene lugar un
continuo recambio del material del axonena
(por polimerizacion y despolimerizacion
del mismo). En Chlamydomonas renhardtii
y en Caenorhabditis elegans se determino
que el responsable del ensamblaje y del
mantenimiento de los flagelos era el sistema
de transporte intraflagelar (IFT) (Rosenbaum
et al., 2002; Witman, 1975). Este sistema
mueve tanto material del axonema como a las
proteinas de membrana y a otras moléculas
“cargo” desde su lugar de sintesis en la célula
hacia la punta del cilio. En esta direccion de
movimiento de particulas estd implicado el
denominado complejo motor de transporte

anterogrado mientras que el responsable del
retorno de los productos a ser reciclados desde
la punta hacia a la base del cilio es el complejo
motor de transporte retrogrado. Otros dos
subcomplejos de IFT se acoplan y cooperan
con el sistema motor anterégrado y retrogrado:
los complejos B y A,
total, los complejos A y B se componen de

respectivamente. En

mas de 17 polipéptidos ricos en dominios de
interaccion proteina-proteina transitoria, por
lo que se les atribuye la funcién de unir a las
proteinas cargo (Pedersen et al., 2008b).

Muchos de los componentes de la maquinaria
quedan
identificar. Recientemente se descubrieron

del complejo motor ain por
nuevas moléculas asociadas al IFT como las
proteinas BBS (Sindrome de Bardet Biedl) o
DYF-1 (activadora de la quinesina) (Inglis et
al., 2006).
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FIGURA 27.A.Estadios de formacion del cilio primario. CV, vesicula centriolar. SCV, vesicula centriolar secundaria. (Pedersen et al.,
2008b). B.Esquema resumen de las fases de formacién del cilio primario (Rohatgi et al., 2010). En un cuarto estadio adicional, el
axonema emergente se alarga gracias al transporte intraflagerlar y que dara lugar al cilio primario maduro (Figura 27A, h). Las
observaciones de Sorokin sugirieron que, a diferencia de las células epiteliales, en otros tipos celulares la formacién del cilio
puede originarse cuando el centriolo madre se coloca cerca del aparato de Golgi y del nlcleo, antes de migrar y de anclarse en
la membrana (Pedersen et al., 2008b).
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Transporte anterégrado: quinesina-2 y
complejo B

En Chlamydomonas renardthi, se descubrio
que el gen FLA10 codificaba para la proteina
quinesina motora 2 'y que era el responsable
del transporte anterdgrado ya que mutantes
del mismo daban lugar a una pérdida o
acortamiento del flagelo (Kozminski et al.,
1995; Rosenbaum et al., 2002).

En la mayoria de especies el complejo motor
anterogrado candnico es hetero-dimérico y se
compone principalmente por dos subunidades
motorasdelafamiliade quinesina-2 (conocidas
en mamiferos como Kif34 y Kif3B de 90 y 85
kDa, respectivamente) y una subunidad no
motora que se asocia a quinesina (denominada
KAP, de 100 kDa). En mamiferos existe una
tercera subunidad denominada Kif3C que se
expresa preferentemente en tejido neural y que
se asocia con Kif3A/KAP (Figura 29). Otras
quinesinas adicionales como la quinesina
homo-dimérica y otros miembros de la
familia cooperan con este complejo principal
en la correcta formacion y funcionamiento del
cilio. Existe, por lo tanto, una gran diversidad
estructural y funcional en el IFT anterogrado.
Hace poco se demostrd en C.Elegans que
OMS-3 (el homdlogo de Kif17 de mamiferos)
coopera con la quinesina-2 en el transporte
anterogrado de unicamente los segmentos
mediales y distales del cilio (Pedersen et al.,
2008b).

En el erizo de mar, la inyeccion de anticuerpos
especificos contra subunidades motoras de
quinesina 2 da lugar a blastulas con cilios que
carecen el par central de microtiibulos del
axonema. En el ratén, en cambio, impide el
correctoensamblajedelcilionodal(Rosenbaum
et al., 2002). Mutaciones especificas de Kif3A
en fotorreceptores de raton mediante el
sistema Cre-loxP dan lugar a defectos en el
IFT y a grandes acumulaciones de la proteina

opsina y de arrestina en membrana y dentro
del cilio especializado, respectivamente. La
inactivacion del gen Kif34 en el rifién de ratén
no permite la correcta formacion del cilio y
hace que se desarrollen multiples quistes en el
organo (Pedersen et al., 2008b).

El complejo motor B que coopera con la
quinesina 2 esta formado por particulas de
IFT que contienen unos 10 polipéptidos.
Transporta precursores del axonema desde el
citoplasma al compartimento ciliary por dentro
de éste. En general, una pérdida completa de
cualquiera de los polipéptidos del complejo
B da lugar a una inhibicion en la formacion
del cilio primario. IFT88/Polaris es uno de los
mas estudiados (Figura 29) (Pedersen et al.,
2008a).

Transporte retrogrado: dineinalb
citoplasmatica y complejo A

La dineina 1b citoplasmdtica (una isoforma
de cadena pesada de la dineina 2) es la
responsable del transporte retrogrado. Esta
proteina forma complejos multi-proteicos
que contienen una o mas proteinas de cadena
pesada de la familia de las ATPasas AAA+ asi
como varias proteinas accesorias necesarias
para la regulacion de la actividad motora y
para la union del cargo. Hasta se ahora han
identificado y caracterizado 4 subunidades
diferentes de dineina 1b citoplasmatica: una
especifica de cadena pesada (Dync2hl) que
en mamiferos se encuentra en cilios de varios
tejidos y tipos celulares; un intermediario
de cadena ligera (Dync2lil); un putativo de
cadena intermedia (IC/WC) y uno de cadena
ligera (LC) (Pedersen et al., 2008b).

La participacion de la dineina en el IFT
retrégrado se observo por primera vez en
mutantes en el gen LCS de Chlamydomonas
que dan lugar a flagelos cortos en los que se
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acumulan grandes cantidades de particulas de
polipéptidos de IFT. Su implicacién definitiva
se confirmd en mutantes para los genes
DHCI1by DIbLIC (de Dync2hl y Dync2lil,
respectivamente) y que también dieron lugar
a flagelos cortos con acumulaciones aun
mayores de particulas de IFT (Pedersen et al.,
2008b; Rosenbaum et al., 2002). En raton, la
lesion de cualquiera de estos genes da lugar
a la aparicion de cilios cortos, con forma de
mufién y rellenos de particulas de IFT en el
mesénquima del neuroectodermo y en los
miembros (Pedersen et al., 2008b).

Al igual que el transporte anterogrado, el
transporte retrogrado requiere de una serie
de 6 polipéptidos del complejo A. En en
este caso no siempre son necesarios para
la formacion del axonema ciliar ya que los
fenotipos observados en sus mutantes varian
segun el organismo y el tipo celular. Algunos
dan lugar a una pérdida total del cilio o flagelo
y otros resultan en cilios acortados donde
se acumulan proteinas del complejo B en su
punta distal (Pedersen et al., 2008b).

IFT particles

Los dos complejos del sistema del IFT
funcionan de una manera muy dindmica. Una
vez descargados los precursores del axonema
en la punta distal, la quinesina 2 se inhibe y
la dineina citoplasmatica se activa y une al
complejo A. El complejo B se reasocia con el
A'y con los productos ciliares a ser reciclados
hacia el cuerpo celular. Una vez la dineina
llega a la base del cilio ocurre lo contrario
(Pedersen et al., 2008a). Como las particulas
de IFT se mueven de modo unidireccional
pero sin detenerse ni revertir su direccion,
ambas proteinas del complejo motor deben
ser recicladas hacia el compartimento desde
el cual provienen. Existen evidencias de que
algunos precursores de moléculas del IFT son
proteinas cargo ciliares y que se transportan
en particulas de IFT (Qin et al., 2004).

La principal fuente de conocimiento de la
maquinaria proteica y de la biologia basica
del IFT proviene del estudio de flagelos
inmovilizados de Chlamydomonas renhardltii.
Kozminski
la bidireccionalidad con microscopia de

fue el primero en observar

(+) —" doublet microtubules

Hagellar membrane

FIGURA 28. Modelo de transporte IFT. La quinesina 2 del ITF anterégrado mueve moléculas cargo hacia la punta del cilio y la
dineinalb citoplasmética realiza el IFT retrégrado y devuelve particulas de IFT a la base del cilio (Rosenbaum et al., 2002).
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FIGURA 29. Complejos motores anterégrado (quinesina 2) y retrégrado (dineina 1b) y los
polipéptidos del complejo By A a los que se asocian, respectivamente (Gerdes et al., 2009).

contraste DIC (Differential Interference
Contrast) y describi6 un continuo movimiento
de particulas granulares por debajo de
la membrana. Determind también que la
velocidad de movimiento del IFT anterogrado
era de unos 2-2.5 um.s-1 mientras que la del
transporte retrogrado era un poco superior,
de unos 3.5-4 pum.s-1 (Kozminski et al.,
1993). Posteriormente, mediante el uso de
microscopia electronica TEM (Transmission
Electron Microscopy), Kozminski descubrio
que estas particulas se situaban entre la
membrana ciliar y las subfibras tipo B de
los dobletes de MT del axonema (Figura 30)
(Kozminski, 1995).

Recientemente, el movimiento del IFT se ha
observado mediante el uso de particulas y
de subunidades motoras de IFT fusionadas
a la proteina fluorescente verde (GFP) en
neuronas sensoriales de C. Elegans y en cilios
primarios de células de rifion (Pedersen et al.,
2008b; Pedersen et al., 2008a).

Regulacion del IFT

Los mecanismos de regulacion del IFT mas
estudiadossondel complejomotoranterogrado.
Algunos analisis de mutaciones han revelado
la posibilidad de que algunas quinasas estén
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FIGURA 30.M.E de Particulas de IFT situadas entre la membrana y el axonema de flagelos de
Chlamydomonas renhardtii (Praetorius et al., 2005; Rosenbaum et al., 2002)

regulando potencialmente la actividad de la
quinesina 2 mediante la fosforilacion. Entre
éstas se incluyen a: MAP quinasas, quinasas
relacionadas con NIMA, GSK3p y proteinas
polares asociadas. La subunidad KAP de la
quinesina 2 se regula mediante cambios que
median o su localizacion en la base del flagelo
0 su movimiento progresivo a lo largo del
mismo. La poliglutamilacion de la tubulinas
también influye en la progresion y en la
velocidad de movimiento del complejo de la
quinesina 2 en el cilio (Pedersen et al., 2008a).
Las proteinas BBS también juegan un papel
importante en el mantenimiento de las dos
kinesinas motoras juntas y en el ensamblaje
del cilio en algunos tipos celulares (Pedersen
et al., 2008Db).

La modulacién del transporte retrégrado es
bastante mas desconocida. Se sabe que LC8
tiene un papel importante en la entrada del
complejo motor de dineina ya que su mutante
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no permite la entrada de ésta en el complejo
flagelar. El Ift172 parece estar implicado en
la transicion de los complejos motores de
ITFs en la punta distal (Pedersen et al., 2008a;
Rosenbaum et al., 2002).

Ademas de los mecanismos que afectan a la
actividad motora, existen otros mecanismos
de regulacion a nivel de la asociacion de
proteinas cargo a las particulas IFT antes de
entrar en el compartimento ciliar.

Transporte selectivo de
moléculas al compartimento
ciliar

Los cilios carecen de la maquinaria de
produccion de novo de proteinas y, por ello,

tanto las proteinas del axonema como las
proteinas solubles de la matriz ciliar son



sintetizadas en el citoplasma en ribosomas
libres, modificadas post-traduccionalmente e
importadas al cilio para ser transportadas por el
IFT (Pazour et al., 2008). En Chlamydomonas
seobservo que los polipéptidos de las particulas
IFT, junto con las subunidades motoras y
los precursores flagelares, se encontraban
altamente concentrados en el collar ciliar,
donde las fibras de transicion contactan con
la membrana. Esto sugirio que el IFT se inicia
en esta region, en la que tendrian lugar tanto
la asociacion de las moléculas cargo con las
particulas de IFT como el reconocimiento de
las secuencias especificas para la localizacion
ciliar (Rosenbaum et al., 2002). El collar
ciliar, como he mencionado anteriormente,
comparte con el complejo del poro nuclear la
funcidn de seleccion y por ello se le denomina
complejo del poro ciliar. Funciona como una
barrera selectiva de proteinas e impide la
difusion de moléculas desde el citoplasma
al compartimento ciliar. De esta manera
previene la entrada de vesiculas de membrana
y de ribosomas y le confiere a la matriz ciliar
una composicion distinta a la del citoplasma
(Pazour et al., 2008).

De manera similar a lo que ocurre con la
matriz ciliar respecto al citoplasma celular, las
membranas ciliares tienen una composicion
diferente a la de la membrana celular. Poseen
altas concentraciones de esteroles en relacion
a los niveles de fosfolipidos y propiedades
similares a la de los denominados “lipid-rafts”
(microdominios lipidicos de membrana ricos
también en esteroles y glicoespfingolipidos)
ya que también son resistentes a detergentes
especificos (Pazour et al., 2008; Tyler et al.,
2009). En la zona del collar ciliar, la membrana
ciliar tiene una composicion lipidica diferente
a la de la porcidon extracelular, con una
condensaciéon aun mayor de complejos de
esteroles. Algunos estudios sugieren que

éstos forman una barrera de difusion entre la
membrana plasmatica y la membrana ciliar,
importante para la localizacion de proteinas
en la membrana ciliar (Rohatgi et al., 2010).
Recientemente se ha descrito que, a la altura
del collar ciliar, hay un anillo de septinas que
regula la entrada de proteinas en el complejo
ciliar y que, concretamente, regula la entrada
de Smo en el mismo (Hu et al., 2010). Ademas
del collar ciliar, el cilio posee otra barrera de
difusion: el bolsillo ciliar, cuya naturaleza
curva impone constricciones geométricas en la
difusion de proteinas y de lipidos de membrana
hacia la porcion extracelular del cilio (Pazour
et al., 2008; Rohatgi et al., 2010).

Las células tienen la capacidad de dirigir y
de acumular especificamente proteinas de
membrana en el cilio. Muchas de éstas poseen
modificaciones lipidicas especificas en su
fraccion amino-terminal que promueven su
asociacion con los microdominios lipidicos
ciliares.
algunas proteinas poseen motivos peptidicos
especificos para dirigirse a su destino (Pazour
et al., 2008).

A diferencia de las proteinas del axonema,
las proteinas de membrana se sintetizan en
el RER y son procesadas en el Golgi para ser
posteriormente transportadas al cilio. La via
canonica de transporte de proteinas ciliares
serialacorrespondiente al modelo constitutivo:
Vesicula Golgi — Base del cilio — Cargo

Ademas de esta modificacion,

IFT. Recientemente se han descubierto otras
dos rutas alternativas de enriquecimiento
de proteinas desde el Golgi a dominios
especializados de membrana en respuesta a
una sefial extracelular: la via de reciclaje a
través de vesiculas de endocitosis y la via de
difusion lateral. Esta ultima fue descubierta
en el transporte de las aglutininas en flagelos
de Chlamydomonas y es la que utiliza Smo
para ir al cilio(Pazour et al., 2008; Rohatgi et
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al., 2010) (Figura 31). Sea cual sea el modelo
de transporte, las proteinas deben atravesar la
barrera de difusion en la base del cilio antes de
acceder a la membrana ciliar y su movimiento
hacia el bolsillo ciliar debe estar regulado
por diferentes vias citoplasmaticas. Una vez
que las proteinas de membrana entran en el
compartimento ciliar, el IFT juega un papel
regulador en la asistencia de la seleccion de
proteinas ciliares en vesiculas especificas,
ya que existen evidencias de interacciones
bioquimicas entre complejos de [FT y proteinas
de membrana (Emmer et al., 2010; Pazour et
al., 2008). Es importante destacar la dificultad
del estudio de la implicaciéon del IFT en el
transporte de proteinas ya que su disrupcion
normalmente perjudica la integridad del cilio.
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FIGURA 31.Esquema en el que se muestra la via de transporte
lateral descrita en Smo, cuyo movimiento fue seguido in vivo
con un marcaje fluorescente de moléculas. (Milenkovic et al.,
2009)

Defectos en el cilio primario: las
ciliopatias

Recientemente se ha aceptado que los cilios,
con su extendida area de contacto con el
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medio extracelular, tienen otras propiedades
ademas de las ya conocidas de promover el
movimiento celular y de crear un flujo de
sustancias en el entorno, sino que funcionan
como zonas de alto contenido en moléculas
implicadas en vias de sefializacion y controlan
una gran variedad de procesos celulares.
De esta manera, los cilios funcionan como
antenas o microdominios quimio-sensibles
que detectan cambios en el medio que los
rodea y lo transducen al interior de la célula.
En las células del tubo neural, por ejemplo,
los cilios de las células que se encuentran en el
lumen y que responen a factores extracelulares
como Shh, orientan sus cilios hacia el interior
del tubo e incrementan asi la superficie de
contacto con el medio extracelular (Singla et
al., 2006).

Durante la ultima década, una serie de
descubrimientos llevd a explorar el area
relacionada con defectos en el cilio, ya sea en
su correcta produccion, su contenido proteico
o su funcionamiento.

El caso mas estudiado es el del cilio nodal,
que produce un flujo en el nodo del embrion
responsable de la determinacion del eje del
cuerpo en el nodo embrionario (Hirokawa et
al., 2006). La disrupcién de este flujo da lugar
a una distribucion aleatoria del eje del cuerpo
y del corazon, condicion denominada sifus
inversus. Esto ocurre también en humanos
con defectos en la funcidon ciliar y puede
obtenerse en el raton mediante mutaciones en
las proteinas del transporte intraflagelar (IFT),
como en el caso de ratones que carecen de las
quinesinas Kif3A y Kif3B o de la proteina de
transporte I[ft88/polaris que no poseen cilio
0 éste no es funcional. Las mutaciones que
resultan en defectos en la dineina, como es
el caso del gen inversina (inv), también dan
lugar a un cilio nodal inmévil (Praetorius et
al., 2005; Rosenbaum et al., 2002).



Una de las primeras evidencias sobre la
importancia del cilio primario en algunas vias
de sefializacion tuvo lugar gracias al estudio
del raton mutante hipomérfico Tg73 707 RV,
que es parcialmente deficiente en la proteina
de transporte anterograda homologa a Ift88 de
Chlamydomonas (Tg737, Orpk o polaris). Esta
deficiencia da lugar a la enfermedad de Rifion
Poliquistico Autosémica Recesiva (ARPKD)
en la que los ratones desarrollan, entre muchos
desérdenes pleiomorficos, multiples quistes
en rifién, polidactilia, un defecto claro en el
desarrollo de los miembros y mueren unos
dias después del nacimiento. Se propuso que
la causa de la formacién de quistes era debida
a una ausencia de sefializacion a través del
cilio primario (Lehman et al., 2008).

Es de gran interés destacar que muchos de los
sindromes humanos causados por falta de cilios
o por cilios defectuosos se caracterizan, entre
otras muchas deficiencias, por la presencia
de rifiones quisticos, una degeneracién en
la retina y defectos en el esqueleto. Por su
solapamiento genético y su coincidencia en
sintomas se indujo al agrupamiento de estas
discretas entidades clinicas dentro de una
unica entidad: las ciliopatias (Tabla2). Dentro

de éstas destacan: PKD (Polycystic Kydney
Disease o enfermedad de rifién poliquistico),
NHP (hepatopancreatitis necrosante), AS
(Sindrome de Alstrom), BBS (Sindorme de
Bardet-Biedl), OFD (Sindrome orofaciodigital
tipo I) y los Sindromes como el de Jeune, de
Senior-Loken, de Joubert y de Meckel-Gruber
(Badano et al., 2006; Nigg et al., 2009).

La polidactilia y el retraso mental son dos
de los sintomas que algunas ciliopatias
comparten y que se han relacionado con la
via de Shh, implicada tanto en el desarrollo
de las extremidades como en la neurogénesis
hipocampal (Badano et al., 2006).

A diferencia de lo que ocurre en los ratones
Tg737°P/RW (en los que hay pérdida parcial
de [1188), la ausencia completa de [f:88/polaris
causa letalidad en la gestacién. El analisis
del fenotipo de los embriones demuestra
que, ademas de situs inversus (asociado a
una pérdida del cilio nodal embrionario),
presentan defectos en otras estructuras que no
se pudieron asociar Unicamente a un defecto
en el cilio nodal (Lehman et al., 2008; Murcia
et al., 2000). De manera similar, mutaciones
en los genes Kif34 y Kif3B (que codifican
para las subunidades motoras de quinesina 2

Disease BBS | OFD1 Senior-Loken Meckel | Joubert
Retinitis pigmentosa v v v v
Renal cystic disease v v v v v
Polydactyly v v v v
Situs inversus/Isomerism v v v v
Menrtal retardation/ v v v v
developmental delay
Hypoplasia of corpus callosum v v v v
Dandy-Walker malformation e v v v
Posterior encephalocele v v v
Hepatic disease v e v v v
Total number of phenotypes in 8 5 5 9 9
each disorder

TABLA 2.Rasgos comunes que comparten cinco sindromes generados por disfuncion ciliar (*en ratén) (Nigg et al., 2009).
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del transporte anterdgrado y que causan una
ausencia de cilios en el embrion) dan lugar
a otros muchos defectos ademas de situs
inversus (Marszalek et al., 1999; Nonaka et
al., 1998; Takeda et al., 1999).

Mediante otros estudios en raton se ha
determinado que cualquier dafio genético que
dé lugar a defectos en el IFT y que, por lo
tanto, afecte a la integridad o a la presencia de
cilio, resulta en una serie de consecuencias que
pueden abarcar desde ceguera, situs inversus,
problemas en el cierre del tubo neural,
infertilidad,
defectos en el esqueleto, obesidad, polidactilia,

enfermedades  respiratorias,
diabetes, hidrocefalia, hasta el desarrollo de
un cancer (Badano et al., 2006; Christensen
etal., 2007).

El cilio primario y la via de
senalizacion de Sonic Hedgehog

La primera relacion entre la via de Shh y el
cilio primario surgid a partir del estudio de dos
mutaciones inducidas por metilnitrosourea
wimple (wim) y flexo (fxo).
mutaciones  produjeron  fenotipos

en raton:
Esta
caracteristicos de pérdida de la funcion de Shh
como defectos en el cierre del tubo neural, un
tamafio anormal del cerebro y polidactilia
preaxial. Prevenian, ademas, la especificacion
de los tipos neuronales ventrales en el tubo
neural en desarrollo, como ocurre en los
ratones mutantes en los que la via de Shh esta
inhibida (Caspary et al., 2002; Ma et al., 2002).
El mapeo de estas mutaciones en el genoma
determinod que no correspondian a ninguno de
los componentes de la via de Shh conservados
evolutivamente, sino que afectaban a dos de
los componentes del complejo B del IFT:
el Ift172 y el Ift88 (Huangfu et al., 2003).
La combinacion de cualquiera de estos dos
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mutantes con un mutante para Ptch (que
induce la ventralizacion del tubo neural en la
porcidn dorsal), no fueron capaces de rescatar
el fenotipo causado por la pérdida de /1188
o Ift172, lo cual indicé que la integridad del
cilio es necesaria para que la via se active
(Goodrich et al., 1997; Huangfu et al., 2003).
A raiz de este descubrimiento, estudios con
mutantes de otros componentes del IFT
(ademas de los a mencionados Ift88 e Ift172)
como la quinesina motora Kif3A, la proteina
Ift57/hippi del complejo By las cadenas pesada
y ligera de dineina retrégrada (Dync2hl y
Dync2lil), han corroborado la necesidad del
cilio para la correcta transduccion de la via de
Shh (Houde et al., 2006; Huangfu et al., 2005;
Liu et al., 2005; May et al., 2005; Rana et al.,
2004).

Por otro lado, la disponibilidad de mutantes
condicionales para proteinas ciliares ha
permitido diferenciar la implicacion del cilio
en drganos y tejidos en los que Shh ejerce un
importante papel durante el desarrollo, como
lo son la formacion del esqueleto y algunas
zonas del encéfalo como el hipocampo y el
cerebelo. Shh regula el crecimiento, el numero
de digitos y la polaridad antero-posterior y
se ha demostrado que mutaciones en el IFT
dan lugar a una polidactilia severa causada
por una afectacion en el ratio de Gli3 en su
forma completa respecto a la forma represora
(Gli3:Gli3R) (Haycratft et al., 2005; Haycraft
et al., 2007; Liu et al., 2005; Tran et al.,
2008).

En lo que respecta a la formacion del
hipocampo, la ablacién condicional del
gen Kif3A en progenitores neuronales de
hipocampo (A#GFAP:Cre) da lugar a defectos
morfologicos producidos por una disminucion
en la proliferacion de las neuronas del giro
dentado debido a una baja actividad de la via
de Shh y que es similar al que producen los



mutantes condicionales que carecen de Smo
en estas mismas células (hGFAP:Cre;Smo).
Un intento de activar la via de Shh mediante
el cruce de estos ratones con ratones mutantes
que contienen SmoM?2 (una molécula de Smo
que posee actividad constitutiva obtenida de
carcinomas de células basales) no fue capaz
de rescatar el fenotipo del raton condicional
para Kif34 (Han et al., 2008).

Algo muy similar ocurrid en los ratones
mutantes condicionales de las proteinas Ift88
y Kif3A para el cerebelo en desarrollo. La
proliferacion de los progenitores de células
granulares de cerebelo era deficiente y, en
consecuencia, los ratones mostraron una
reduccion considerable del tamafio del 6rgano
(Chizhikov et al., 2007; Spassky et al., 2008).

La implicacién del cilio primario en la via de
sefalizacion de Shh fue un descubrimiento
sorprendente  ya
melanogaster, mutaciones en genes homologos

que, en Drosophila

del IFT, de las quinesinas (presentes en esta
especie solo en las células ciliadas como las
neuronas sensoriales y los espermatozoides)
o de los centriolos, en cambio, no perturban
la sefializacion mediada por Hh. (Basto et al.,
2006; Han et al., 2003; Haycraft et al., 2005;
Sarpal et al., 2003). Esto llevo a replantear los
mecanismos de modulacion y al andlisis de
la localizacion de las proteinas implicadas en
la via de Shh de vertebrados, muchos de los
cuales se habian descrito en la mosca.

Laprimer molécula de laruta de Shh observada
en el cilio fue Smo. Concretamente, se
determind su acumulacion en el cilio primario
del nodo embrionario del raton y se le atribuyo
ser el responsable de la asimetria bilateral y de
la deficiencia en la induccion de la placa del
suelo. En fibroblastos embrionarios de raton
(MEFs), que responden a Shh, se corroboro
que Smo se acumula en cilio una vez la via
se activa mediante Shh (Corbit et al., 2005).
Este descubrimiento llevo a que otros grupos
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FIGURA 32.A'y B.Comparacion del tamaio del cerebelo de un ratén salvaje con el de un ratén mutante condicional para el gen
Kif3A en progenitores neuronales de células granulares de cerebelo. C. Porcentaje del tamafio del cerebro anterior (Fb) y del
cerebelo (Cb) que conserva el ratén mutante respecto al salvaje. D y E.Secciones sagitales de ratones post-natales de 25 dias en

los que se aprecia la reduccion del cerebelo (Spassky et al., 2008).
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observaran la localizaciéon de Ptch en estas
mismas células y que determinaran que éste
también se sita en el cilio.

Se describio, por lo tanto, un nuevo mecanismo
para la ruta de sefalizacion de Shh de
vertebrados enlaque, enausenciade Shh, Ptch1
se localiza en el cilio e impide la acumulacion
de Smo en mismo. Bajo el estimulo de Shh,
Ptch1 sale rapidamente del cilio (posiblemente
por internalizacidon) permitiendo la entrada
de Smo en el compartimento ciliar y, por lo
tanto, la activacion de la via (Figuras 33 y 34)
(Rohatgi et al., 2007).

El transporte de Smo al cilio y las moléculas
implicadas es uno de los mecanismos mas
estudiados en la via de Shh. Entre éstas
destacan las B-Arrestinas y la quinasas GRK2,
que fosforila a Smo y promueve su union a
B-Arrestina2 con Kif3A (Chen et al., 2004;
Kovacs et al., 2008). Mediante el seguimiento
in vivo de moléculas fluorescentes de Smo se
demostrd que su movimiento a la membrana
ciliar se daba por difusion lateral desde la
membrana plasmatica y no como se habia
descrito anteriormente, a través de la via
clasica por medio de vesiculas derivadas del
Golgi (Figura 31) (Milenkovic et al., 2009).

En lo que respecta a otras moléculas de la
via, varios estudios demuestran que tanto el
IFT anterogrado como el IFT retrégrado son
necesarios para el procesamiento proteolitico'y
lafuncionalidad delos factores de transcripcion
Gli2 y Gli3 (Haycraft et al., 2005; Liu et al.,
2005; May et al., 2005; Tran et al., 2008).
Se observé que la forma completa, pero no
la forma truncada, de estas dos moléculas
sobreexpresadas, asi como la forma enddgena
de Gli3 y de Sufu también estan enriquecidos
en la punta del cilio. En presencia de FSK,
Gli3 es fosforilado y deja de acumularse en
el cilio primario (Haycraft et al., 2005; Wen
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et al., 2010). Estos resultados indican que la
PKA y el proteasoma controla la entrada de
los Glis antes de entren en el compartimento
ciliar. Glil, el tercer miembro de esta familia
de factores de transcripcion, solo se expresa
cuando la via de Hh se encuentra activa y
también puede acumularse en la punta (Chen
et al., 2009; Haycraft et al., 2005; Kiprilov et
al., 2008).

La razon por la cual las formas completas de
los factores de transcripcion Glis y SuFu se
acumulan en lapuntadel cilio todavia seignora,
pero los mecanismos se estdn empezando a
conocer. Muy recientemente en MEFs se ha
demostrado que, tras la induccién de la via
con Shh, los complejos enddgenos formados
por SuFu y Gli se acumulan rapidamente en
la punta del cilio y es alli donde tiene lugar su
disociacion. Esto permitiria que, en su retorno
a la célula, Gli pueda entrar en el nucleo y
activar la transcripcion. La activacion de PKA
con FSK tiene nuevamente un efecto negativo
sobre la via y bloquea el trafico del complejo
al cilio (Tukachinsky et al., 2010).

Por otro lado, un estudio reciente demuestra
que la fosforilacion de SuFu por las quinasas
GSK3p y PKA inducida por Shh estabiliza la
localizacion ciliar de lamoléculay promueve la
degradacion de SuFu en su retorno a la célula.
Una alteracion de estos sitios de fosforilacion
en Sufu no sélo perturba su localizacion, si
no que también afecta a la de los factores de
transcripcion Gli2 y Gli3. Estos resultados
indican que, de alguna manera, PKA esta
modulando positivamente la localizaciéon de
SuFu y de Gli3 en el cilio (Chen et al., 2011).

En conjunto, todos los estudios mencionados
indican que la presencia de la maquinaria de
la via de Shh en el cilio y la integridad del IFT
son un requisito para que la transduccion de la
sefial de la via de Shh se de correctamente.



FIGURA 33. Via de sefalizacion de Shh de vertebrado en ausencia de Shh. El receptor Ptch se localiza en el cilio primario
impidiendo la entrada de Smo en el mismo y la transduccién de la sefial. PKA se encuentra activa y puede fosforilar a Gli3,
que sera procesado por el proteasoma sin entrar en el compartimento ciliar. Su forma represora (Gli3R) entrard en el nucleo y
reprimird la expresion genética.
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FIGURA 34.En presencia de Shh, Ptch se internaliza rdpidamente y Smo se transporta al cilio primario. PKA se encuentra inhida
y no puede forforilar a Gli3. El complejo formado por Gli3 y Sufu entra en el cilio y, en su punta distal, las moléculas se separan.
Una vez retorna al citoplasma, la forma completa de Gli3 activa se dirige al ntcleo para inducir la expresién de los genes diana
de la via.
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OBJETIVOS

Objetivo general
El objetivo general de la presente tesis es el de estudiar la implicacion de la PKA y de las

subunidades Ga inhibitorias de las proteinas G en la regulacion de la proliferacion de los PNGCs
mediada por Shh.

Objetivos concretos

- Analizar el efecto que tiene la inhibicion de PKA sobre la proliferacion de PNGCs en ausencia
de Shh.

- Determinar la localizacién subcelular de la PKA en relacion con el cilio primario, ademas del
mecanismo molecular que determina dicha localizacién.

- Estudiar el efecto de la presencia de Shh sobre la activacion y la localizacion de la PKA.

- Analizar la implicacion de las AKAPs en la localizacion subcelular de la PKA y en la
proliferacion de PNGCs mediada por Shh.

- Determinar si formas activas de las proteinas de la clase Gai/o son capaces de inducir la
proliferacion de las PNGCs a dosis no proliferativas de Shh.

- Identificar qué miembros de la clase de proteinas Gai/o se expresan en la zona proliferativa de
la capa granular externa (CGEe) de cerebelos de rata post-natales de 7 dias (P7).

- Analizar como afecta el silenciamiento de los diferentes miembros de la familia Goi/o a la
proliferacion de PNGCs inducida por Shh.

- Determinar el patron de localizacion subcelular de las distintas subunidades de Gais, y si la
ausencia de Shh o la activacion de la via tienen algun efecto sobre dicha localizacion.
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MATERIAL Y METODOS

Cultivo primario de células
granulares de cerebelo

Los cultivos
neuronales de células granulares de cerebelo
(PNGCs) se realizaron
modificacion del protocolo descrito por
Meyer-Franke (Meyer-Franke et al., 1995).
Los reactivos y tiempos de incubacidon se
adaptaron para el procesamiento simultaneo de
10 cerebelos. Los cerebelos de rata post-natal
de 7 dias (P7) se extrajeron asépticamente,

primarios de progenitores

mediante  una

se lavaron en Earl’s Balenced Salt Solution
(EBSS) (Invitrogen), se cortaron en trozos de
aproximadamentel-2 mm y se transfirieron
un tubo de 50 ml. Una vez los trozos habian
sedimentado en el fondo del tubo, se retird
el exceso de EBSS y se afnadié 1 ml (100U)
de papaina previamente activada durante
1h a 37°C en tampdn de activacion (EBSS
conteniendo 5 mML-Cys, 2 mM EDTA y
0.067 mM B-mercaptoethanol) y EBSS hasta
un volumen final de 5 ml conteniendo 100 U/
ml de DNAsa (Worthington, Lake Wood, NJ),
1 mM CaCl2 y 1 mM MgCI2. En éste punto,
se desplazo el aire con 95% 02 / 5% CO2 y
se incubo el tubo 90’ a 37° en una plataforma
rotatoria a 250 rpm. Una vez transcurrido
éste tiempo, las células se vortearon a baja
velocidad durante 1°, se esperd un instante a
que sedimentaran los fragmentos no digeridos
y se transfirié el sobrenadante a un tubo nuevo
de 15 ml, en el que las células se centrifugaron
57 a 1000rpm. Posteriormente se eliminé el
sobrenadante, se resuspendié el pellet en 3 ml
de EBSS fresco y se decantd suavemente sobre
otro tubo conteniendo 3 ml de suero bovino
fetal (FBS) al 50% para inactivar la papaina al
pasar las células a través del mismo mediante
otra centrifugacion de 5’ a 1000rpm. Tras
la eliminacion del sobrenadante, las células
fueron resuspendidas en el medio Neurobasal
(Invitrogen) y se estimaron el rendimiento
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y la viabilidad celular. Tipicamente, con este
método de disgregacion celular se obtienen unas
10-25.106 células por cerebelo y la viabilidad
es superior al 90%. El cultivo se ajustd a una
densidad de siembra de aproximadamente
100.000-150.000 células/cm2 mediante la
dilucion de las células en medio Neurobasal
suplementado con B-27 (Invitrogen), KCI
20mM y Glutamina (Invitrogen) y N-Shh a una
concentracion final maxima de 3 pg/ml. Las
células se sembraron sobre placas recubiertas
doblemente con poli-L-lisina y laminina
(SIGMA).

Transfecciones transitorias

Las transfecciones transitorias se realizaron con
FuGene (Roche Diagnostics) o electroporacion,
segun la eficiencia de transfeccion requerida
para cada experimento. A las 24hs después
de la siembra a 3ug/ml de Shh, las células
fueron transfectadas con FuGene durante 4hs
siguiendo las instrucciones del fabricante. Tras
este periodo las células se lavaron con EBSS y
posteriormente se les afiadié medio fresco con
los tratamientos pertinentes. La eficiencia de
transfeccion con este método es de alrededor
del 5-10% con lo cual se utilizd en experimentos
en los que se precisaba un contaje de células
de forma precisa. La electroporacion se realizo
con las células en suspension, tras el proceso
de dispersion del tejido y a una densidad
de de 30x106 células/ml, resuspendidas en
neurobasal completo y en frio. El aparato
utilizado en este caso es el Microporator MP-
100 (Digital Bio, Seoul, Korea) y se siguieron
las instrucciones del fabricante. En este caso,
se aplicé un tunico pulso de 1700V durante
20ms. Para compensar la muerte durante la
electroporacidon, las células electroporadas
se sembraron a una densidad de 200.000-



250.000 células/cm?2 en placas con medio con
Shh durante 24h, previamente al tratamiento
con las dosis de Shh requeridas para cada
experimento. La eficiencia de transfeccion que
se alcanza con este proceso es de hasta un 80%
con una toxicidad minima, lo cual lo hace ideal
para ensayos de bioquimica.

Preparacion de plasmidos

Los cDNAs de las moléculas de PKA RI y RII
de raton fueron amablemente enviadas por Stan
McKnight. Los mutantes RIIA2-6 y RIIA2-
50 fueron generados a partir de estos DNAs.
El mutante de Smoothened M2 se obtuvo
de Frederic J. de Sauvage y el Smoothened
salvaje fue creado en nuestro laboratorio por
mutagénesis dirigida mediante la técnica de
PCR. Los ¢cDNAs de Gail y Gai3 de rata y sus
mutantes correspondientes fueron producidos
de la misma manera. Los cDNAs humanos de
Ga0 y Gal2 y sus respectivas formas mutantes
fueron obtenidos del laboratorio de Hae Young
Suh, mientras que el cDNA humano de Ga2

y su forma mutante fue enviado por Silvio
Gutkind.

A todos los cDNAs se les afiadi6 una etiqueta
(Flag o HA) en el proceso de amplificacion por
PCR y se clonaron posteriormente en el vector
bicistronico pCIG, que contiene una eGFP
nuclear como reportera.

Los constructos utilizados en los experimentos
de FRET (pCDNA3 RII-CFP y pCDNA3
C-YFP) y sus respectivos controles fueron
amablemente enviados por Manuela Zaccollo.

Las secuencias codificantes de Gail, Gai2,
Gai3 y Goo de rata utilizadas para producir
las sondas de RNA utilizadas en la hibridacion
in situ fueron amablemente proveidas por
Randall Reed y subclonadas posteriormente en
el vector pBluescript IIKS.

Para los experimentos de RNA de interferencia
se diseflaron primers de DNA y se clonaron
en el vector pGHIN (o pGSHIN), una version
del vector pPSUPER que expresa también una
eGFP. Las secuencias diana de las diferentes
moléculasasersilenciadas fueronseleccionadas

RMA{ NAME TARGETED SEQUENCE GENE

Goi1 UTR1 5’aaggacctttcgagaagac 3’ Gnai1

Goi1 UTRZ 5’aagategtectgsagtsete 37 Gnai1l

Goi1 UTR3 5’aatgtcaacccecttacer 37 Gnail

Goi1 UTR4 5’aacccecttacectgatte 3° Gnai1

Goil CS 5’aaggcgeccgtegagegea 3° Gnail

Sedz UTRY 5 sagcoctggsrceagectc 3 Ens2 Tabla 3. Lista de primers para el
Gai2 UTR2 5 aaccgoegetgectgetga 37 Gnai2 silenciamiento de los miembros de Gé/o.
Gei2 UTR3 5’aatctagzaaccaccacte 3 Gnai2 CS, coding sequence. UTR, 3'UTR.

Goi2 UTR4 5’aagcccacctecteattct 3° Gnai2

Goi2 CS 5’aagatcacacagageccee 3° Gnai2

Goi3 UTR1 5’aagtcgaggtactgcatte 3° Gnai3

Goi3 UTR2 5’aactgetcttgegtacagac 37 Gnail

Goi3 UTR3 5’aagcagtgacttectgctac 37 Gnail

Go0O UTR1 5’aagccecctgtctaacctac 37 Gna0

GoO UTRZ S'aacctacgacccecagagty 3' Gna0
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siguiendo las siguientes reglas: las secuencias
debian tener un tamafio de 19pb (sin incluir los
100 primeros o ultimos nucledtidos del mRNA)
y estar flanqueadas en 5’ con “AA” vy, si era
posible, en 3’ con “TT”; el porcentaje de GCs
debia superar el 50%; y, finalmente, no debian
contener cuatro o mas de cuatro nucledtidos
“A” 0 “T” seguidos. Una vez seleccionadas las
secuencias, se hizo un “blast” de las mismas en
una base de datos de cDNA de rata para asegurar
su especificidad. Diseflamos cuatro secuencias
diferentes para la 3’UTR de Gail y Gai2 y una
para la region codificante de cada una. A pesar
de que la Gai3 posee una 3’UTR muy larga,
solo tres secuencias fueron detectadas para
esta zona debido al alto contenido en “As” y
“Ts”, y una para la secuencia codificante. En
el caso de Gao, que posee una 3’UTR pequeiia
encontramos, en cambio, dos secuencias en la
3’UTR pero ninguna en la region codificante
(Tabla 3)

Anticuerpos y reactivos

Los  anticuerpos  monoclonales  anti-
Bromodeoxiuridina (BrdU) se utilizd para
los ensayos de proliferacién (Developmental
Studies HybridomaBank, lowa);elbTubulinalll
se uso para la tincion de células diferenciadas
(Promega): para las inmunocitoquimicas se
utilizaron los anticuerpos anti-FLAG, anti-
Tubulina acetilada; anti-y-Tubulina (todos de
Sigma-Aldrich), el anti-cis-Golgi (GM130) y
anti-trans-Golgi (TGN38) de BD Biosciences.

Los anticuerpos policlonales anti-fosfo-
Thr197-C-PKA (C-PKA Thr197-P), anti-
fosfo-S/T-sustratos de PKA (PKA-PS) y anti-
fosfo-CREB (P-CREB) se compraron a Cell
Signalling Technologies; el anti-HA es de
Zymed Laboratories (Invitrogen) mientras que
el anti-adenilato ciclasa III (C-20) es de Santa
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Cruz Biotechnology.
Los anticuerpos policlonales anti-FLAG y anti-
GFP fueron producidos en nuestro laboratorio

Los anticuerpos anti-mouse o anti-rabbit
secundarios que tienen unidos una Alexa
fluorescente 488, 594 0 555 son de Invitrogen,
mientras que los que poseen una Cy5 son de
Jackson InmunoResearch Laboratories. Para la
tincidén nuclear se utilizo DAPI, de Molecular
Probes.

Los anticuerpos secundarios anti-Rabbit y
anti-mouse acoplados a peroxidasa (HRP)
utilizados para Western Blot son de Jackson
InmunoResearch.

La 8-Bromodeoxiuridina (BrdU) se obtuvo
de Sigma. Tanto la forscolina (FSK) como el
N6,02’-dibutyryl cAMP (DBA) se compraron
a Calbiochem. El péptido St-Ht31 y su control
proceden de Promega mientras que el N-Shh
fue producido en nuestro laboratorio (Alvarez-
Rodriguez et al., 2007).

Ensayos de proliferaciony de
medicion de los niveles de cAMP

Los ensayos de proliferacion fueron
realizados mediante dos métodos distintos: la
incorporacién de Timidina H? y la incoporacion
de BrdU. En el caso de la incorporacion de
timidina H? las células estuvieron durante 48hs
con su respectivo tratamiento, tras las cuales
se les afadid un pulso de 2hs de timidina
[H3] a 1uCi en cada pozo de una placa de 24
(Amersham Biosciences, Buckinghamshire,
UK). Las células se lisaron afiadiendo 200pl
de 0,04% de SDS a cada pozo, que se mezcld
posteriormente con 800ul de liquido de

centelleo. La cuantificacion de radioactividad



(proliferacion) se midié en el contador de
centelleo Wallac Winspectral 1414 (Wallac-
Perkin Elmer, Quebec, Canada). Para el ensayo
de incorporacion de BrdU se afiadieron al medio
de cultivo 24ng/ml de 8-Bromodeoxiuridina
(BrdU) durante las 4-8 horas previas a la
fijacion. Tras la inmunocitoquimica, en este
caso se cuantificd visualmente el porcentaje de
células BrdU positivas respecto a la poblacion
de células que expresaban GFP, es decir, que
estaban transfectadas. Dependiendo del tipo
de transfeccion y de su eficiencia (FuGene
o celectroporacion), en cada condicion se
contaron una media de 300-750 células por
pozo (respectivamente) de, como minimo, dos
pozos de tres cultivos diferentes.

Los niveles de AMPc totales se midieron con el
sistema Biotrack cyclic AMP (H?) (Amersham
Biosciences) siguiendo las instrucciones del
fabricante.

Inmunofluorescencia y analisis
cuantitativo de las imagenes

Para la inmunocitoquimica, las células fueron
fijadas en 4% de paraformaldeido durante
15 minutos, permeabilizadas con metanol
durante 5 minutos y lavadas con el tampdn
PBS-BSA (PBS 1X, 0.1% de TX-100, 0.05%
de Azida, 0.5% de BSA). Para el ensayo de
incorporacion de BrdU se realizd un paso
adicional de tratamiento con DNAsal en el
tampon DNAsa (10mM de Tris-HCl a pH 7.4,
2.5mM de MgCI2 y 0.1mM de CaCl2) durante
10 minutos, tras la permeabilizacion de la
membrana con metanol.
Las muestras fueron incubadas con los
correspondientes anticuerpos primarios durante
toda la noche. Al dia siguiente se lavaron
con PBS/BSA tres veces durante 15 minutos

cada una. Las células se incubaron con los

anticuerpos secundarios y/o con el marcador
nuclear DAPI durante dos horas, tras las
cuales se lavaron nuevamente tres veces con
PBS/BSA durante 15 minutos. Las imagenes
para cuantificar el porcentaje de proliferacion
se tomaron con una camara DMI400B en el
microscopio invertido DFC 420 (Leica). Para
las muestras de microscopio confocal, las
células se sembraron y crecieron en cubres de
cristal que se trataron de la misma manera. Una
vez terminada la inmunocitoquimica se lavaron
con H20 miliQ y se montaron sobre portas con
mowiol (Calbiochem). Las imagenes fueron
obtenidas con el microscopio confocal Sp5
(Laser-spectral scanning confocal Sp5, Leica).
Las proyecciones maximas de las muestras
con C-PKA (T197-P) y PKA-PS fueron
cuantificadas con el software ImageJ (NIH;
http://rsb.info.nih.gov/ij/). Todas las imagenes
se convirtieron en 32 bits, se les substrajo el
fondo y los umbrales se seleccionaron con
el fondo como NaN (“not a Number”, sin
numero). Para obtener la media de intensidad,
se cuantificaron un total de aproximadamente
100 células por tratamiento. El software ImageJ
también se utilizd para los experimentos de
FRET. En éstos, la intesidad de FRET de
RII-PKA-CFP a C-PKA-YFP se midi6 en la
zona periciliar de unas 100 células fijadas.
Las condiciones eran células cotransfectadas
con RII-PKA-CFP y C-PKA-YFP, crecidas
con Shh y tratadas con o sin DBA por 1h. La
intensidad inespecifica de células transfectadas
por separado con RII-PKA-CFPy C-PKA-YFP
se midio y, posteriormente a su substraccion
en las condiciones a estudiar, se calculd el
porcentaje de FRET en cada caso.

Western Blot

Los cultivos primarios fueron lisados después
del tratamiento en un buffer especifico contra
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fosfo-proteinas (150mM de NaCl, ImM de
DTT, ImM de PMSF, 50mM de NaF, 0.1mM
de Na3VO4, ImM de EDTA, 1mM de EGTA,
0.05% de Triton X-100 y 50mM de Tris-HCl,
pH 7.5) con un cocktail inhibidor de fosfatasas
(Roche). Las muestras se centrifugaron y al
sobrenadante se le afiadio buffer de carga con
SDS 1X (10% de glicerol, 2% SDS, 100mM de
dithiotreitoly 60mM Tris-HClapH 6.8). EIDNA
se rompid mediante la sonicacion y las muestras
se resolvieron en un gel de SDS-PAGE al 12%,
se transfirieron a membranas de nitrocelulosa,
se bloquearon con leche descremada al 8% en
TTBS (150mM de NaCl; 0.05% de Tween 20
y 20mM de Tris-HCl a pH 7.4) y se incubaron
con los anticuerpos pertinentes durante toda
la noche. Las membranas se lavaron tres
veces durante 15 minutos y se incubaron con
un anticuerpo secundario unido a peroxidada
durante 1h. Se realizaron otros tres lavados con
TTBS y el revelado se realizo con el sistema
ECL y las imagenes se capturaron con el
moédulo de obtencion de imagenes Versadoc,
ambos de Bio-Rad (Bio-Rad, Hercules, CA).
Para el tratamiento de las imagenes se utilizo
el software Quantity One (Bio-Rad).

Cuantificacion del mRNA por RT-
PCR semicuantitativa

El ARN total se purifico siguiendo el método de
Chomcynski and Sacchi (Chomczynski et al.,
1987). Laintegridad del ARN y la concentracion
se analizd mediante el fotdmetro NanoDrop
(NanoDrop  ND-1000
ThermoScientific). Cantidades equivalentes
de ARN se
transcritasa reversa Omniscript (Qiagen). Para

Spectophotometer,
retro-transcribieron con la
la cuantificacion se amplificaron las regiones

codificantes completas de las Gai/o, para evitar
las interferencias de ADN genomico, ya que
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éstos contienen mas de una region de intrones
en su secuencia. Para asegurar que no tenia
lugar la saturacion, se establecié un niimero de
ciclos de amplificacion optimo para cada par de
primers y cDNA. Como gen control se utilizo
GADPH en cada una de las reacciones.

Hibridacion In Situ

Después de la reseccion de los cerebelos
P7 de rata y se fijaron toda la noche con
paraformaldehido al 4%, tras la cual fueron
lavadas tres veces durante 10 minutos con PBT
(DEPC-PBS1x, 0.1% Triton), se incluyeron
en bloques de agarosa (5% agarosa, 10%
sacarosa) y se cortaron con vibratomo (Leica
VTI1000 S, Leica) en secciones de 50 um. Los
cortes se deshidrataron con concentraciones
crecientes de methanol/PBT (25, 50, 75 y
100%). Las hibridaciones in situ se realizaron
a 70°C siguiendo los procedimientos estandar
y se revelaron con fosfatasa alcalina acoplada
con fragmentos Fab de digoxigenina (Roche
Applied Science).

Las sondas de Gai/o de rata se produjeron con
la enzima T7 a partir del cDNA clonado en el
vector pBluescript-1I-KS.

Analisis estadistico

Para el analisis estadistico se utilizd el
software SPSS (IBM Corporation, Route 100
Somers, NY 10589). Los datos cuantitativos
se expresan como la media + la desviacion
estandar. Las diferencias  se analizaron
mediante una ANOVA seguida de un Test
de Tukey. En todos los casos se establecio
un grado de significancia <0.05 (limite de
confianza mayor al 95%).
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RESUMEN DEL
ARTICULO1

Los precursores neuronales de células
granulares (PNGCs) proliferan en respuesta
a la actividad mitogénica de Sonic Hedgehog
(Shh), que puede ser regulada negativamente
por la proteina quinasa A dependiente de
AMP ciclico (PKA). En su estado basal, la
subunidad catalitica de PKA (C-PKA) se
encuentra inhibida por su asociacion con
la subunidad reguladora (R-PKA). En este
trabajo demostramos que, en presencia de
Shh, la C-PKA inactiva se acumula en la base
del cilio de PNGCs mientras que la retirada
de Shh da lugar a la activacion de PKA en esta
localizacion particular. Ademas, demostramos

que el anclaje de la holoenzima de PKA a la
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base del cilio estd mediado por la subunidad
reguladora tipo II de PKA (RII-PKA), que
se une a las proteinas de anclaje de PKA
(AKAPs). La disrupcion de la interaccion
entre PKA y AKAPs inhibe la actividad de
Shhy, de esta manera, bloquea la proliferacion
de los cultivos de PNGCs. Estos resultados,
por tanto, demuestran que el pool de PKA
localizado en la base del cilio juega un papel
esencial en la integracion de la transduccion
de la sefial de Shh.
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Summary

Cerebellar granular neuronal precursors (CGNPs) proliferate in response to the mitogenic activity of Sonic hedgehog (Shh), and this
proliferation is negatively regulated by activation of cAMP-dependent protein kinase (PKA). In the basal state, the PKA catalytic
subunits (C-PKA) are inactive because of their association with the regulatory subunits (R-PKA). As the level of cAMP increases, it
binds to R-PKA, displacing and thereby activating the C-PKA. Here we report that, in the presence of Shh, inactive C-PKA accumulates
at the cilium base of proliferative CGNPs whereas removal of Shh triggers the activation of PKA at this particular location. Furthermore,
we demonstrate that the anchoring of the PKA holoenzyme to the cilium base is mediated by the specific binding of the type 11 PKA
regulatory subunit (RII-PKA) to the A-kinase anchoring proteins (AKAPs). Disruption of the interaction between RII-PKA and AKAPs

inhibits Shh acti

ty and, therefore, blocks proliferation of CGNP cultures. Collectively, these results demonstrate that the pool of PKA

localized to the cilium base of CGNP plays an essential role in the integration of Shh signal transduction.

Key words: AKAPs, CGNPs, PKA, Primary cilium, Sonic hedgehog

Introduction
Cerebellar granular neuronal precursors (CGNPs) are generated

within the external germinal layer (EGL) during development of

the cerebellar cortex. During cerebellum development, CGNPs exit
the cell eycle and migrate through the Purkinje cells to establish
the three layers of the cerebellar cortex (Altman and Bayer, 2008;
Hatten and Heintz, 1995; Ramon y Cajal, 1911). Clonal expansion
of CGNPs is achieved by the mitogenic activity of Sonic hedgehog
(Shh) signalling emanating from the Purkinje cells to the EGL
(Dahmane and Altaba, 1999; Wechsler-Reya and Scott, 1999). Shh
transduces its signals through the Patched (Pic) and Smoothened
(Smo) receptor complex, delivering activated forms of Gli (Ci)
transcription factors to the nucleus (Ingham and McMahon, 2001).
This pathway can be negatively regulated through phosphorylation
of Gli2 and Gli3 (G1i2/3) by PKA, GSK3f and CK (Tempe et al.,
2006). These phosphorylation events target Gli2/3 to the
proteasome, where removal of its transactivation domain generates
a potent transcriptional repressor of the pathway (Wang et al., 2000;
Wang and Li, 2006). However, in the presence of Shh, intact Gli2/3
functions as a transcriptional activator (Lum and Beachy, 2004;
McMahon et al., 2003). The inhibition of PKA as a requirement
for Shh signalling is supported by the observation that a cAMP-
insensitive mutant of the PKA regulatory subunit (mRI-PKA)
(Clegg et al., 1987) mimics several effects of Shh, including spinal
cord patterning (Epstein et al., 1996). Nevertheless, stimulation
with Shh has not been reported to reduce cAMP levels or PKA
activity. Although PKA activity is mainly regulated by cAMP
levels, its subcellular distribution is determined by its association
with the different members of the A-kinase anchoring proteins
(AKAPs) (McConnachie et al.,, 2006). In the basal state, PKA
catalytic subunit (C-PKA; also known as PKA-C) is inactive
because of the presence of bound regulatory subunit (R-PKA).
Increased levels of cAMP bind to and displace R-PKA, thereby
permitting active PKA to phosphorylate different substrates (Iyer
et al., 2005). The intracellular cAMP levels are mainly regulated

by the stimulatory and inhibitory GTP-binding proteins (Got
proteins) which control the activity of adenylate cyclase.
Interestingly, Smo has been reported to directly activate Goi in
reconstituted cell systems such as frog melanophores (DeCamp et
al., 2000) and SF9 insect cells (Riobo et al., 2006); Gai is also
required for Hedgehog signalling in Drosophila (Ogden et al,,
2008).

Primary cilia (9+0) are ubiquitous structures that play a critical
role in vertebrate development and cellular functions.
Intraflagellar transport proteins (IFT) are essential for the
biog is and mai ice of the cilia structure. Several IFT
proteins have been suggested to transduce vertebrate Hedgehog
signalling at a step downstream of Patched | (Huangfu et al.,
2003). Consistent with this, Hedgehog signal induces Smo
accumulation at the cilium (Corbit et al., 2005) through a
mechanism controlled by Pte located at the periciliar area
(Rohatgi et al., 2007). Other components of the Hedgehog
signalling pathway such as Gli2/3 and SuFu have also been
reported to localize to the cilium (Haycraft et al., 2005). Based
on these collective results, the cilium is thought to be the main
Hedgehog-signal-integrating structure in the cell.

We found that PKA accumulates at the base of the primary
cilium in CGNPs that are proliferating in the presence of Shh,
whereas withdrawal of Shh triggers the local activation and
dispersion of PKA in these cells. Our results reveal that
termination of the Shh signal increases the levels of
phosphorylated PKA targets in different cellular compartments
including the nucleus. We also demonstrate that the binding of
type-1l PKA regulatory subunits (RII-PKA; also known as
PRKAR2A) to AKAP molecules mediates the localization of the
PKA holoenzyme at the cilium base; following PKA activation,
only the C-PKA is dispersed whereas the RII-PKA remains
anchored at the cilium base. Finally, our studies show that
disruption of the binding of RII-PKA to AKAPs inhibits Shh-
induced proliferation of CGNPs.
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Results
C-PKA subunit accumulates at the base of the cilium in
CGNPs
In the absence of Shh, CGNP cultures do not proliferate and rapidly
initiate an irreversible differentiation into granular neurons. By
contrast, the addition of Shh at the time of plating maintains
proliferation of these cells for several weeks. It is worth noting that
even at a maximal Shh concentration some cells cease to proliferate
and differentiate into the typical long neurite bearing granular
neurons. Several components of the Shh signalling pathway, including
Smo, have been reported to accumulate at the primary cilium (Corbit
et al., 2005). Here we used an antibody raised against the C-terminus
of C-PKA to study its subcellular distribution in CGNPs. We
observed that in proliferating undifferentiated CGNPs cultured in the
presence of saturating concentrations of Shh, C-PKA accumulated
within a very restricted subcellular area. Double staining of CGNPs
with anti-C-PKA and anti-acetylated o-tubulin (which labelled the
microtubules of the shaft and the base of the primary cilium as well
as the axons of differentiated neurons, but not the centrioles) revealed
that C-PK.A accumulated at the base of the cilium but not in the shaft.
(Fig. 1A). We also observed that CGNPs have a relatively short cilium
as compared with published descriptions of primary cilia from
fibroblasts or other cell lines. In most CGNPs, the cilium adopts an
orthogonal position relative to the cell and appears as a spot in the
maximal projection of confocal imag
as a cilium in the separated confocal planes or in the Z-plane stacks
(Fig. 1B and supplementary material Fig. SI).

To further define the subcellular localization of C-PKA, we
double-stained CGNPs with anti-C-PKA and anti-y-tubulin, a
structural component of the mitotic spindle and centrioles. During

however, it can be identified

mitosis (M phase), the centrioles form the centrosomes that organize
the mitotic spindle (Pedersen and Rosenbaum, 2008). However,
during interphase, one of the centrioles migrates to the plasma
membrane and develops into the cilium basal body, from which the

microtubules of the cilium originate (Pedersen and Rosenbaum,
2008). The intense y-tubulin staining of the mitotic spindle remnant
precluded the identification of the centrioles in a portion of the cells
(Fig. 1C). However, in the cells where the anti-y-tubulin antibody
exclusively labelled the centrioles, C-PKA was detected in the ar
surrounding the centrioles (Fig. 1C and supplementary material Fig.
$2). To provide additional support for these observations, we
obtained Z-plane stacks of three selected confocal planes, which
show the C-PKA below and between the two centrioles (Fig. 1D).

Shh signalling regulates C-PKA accumulation at the cilium
base

We next studied the possibility that Shh signalling regulates the
subcellular distribution of C-PKA. Prior studies have demonstrated
that Shh deprivation or activation of PKA by cAMP analogues initiates
the rapid and irreversible differentiation of neurons (Alvarez-
Rodriguez et al., 2007). Consistent with these observations, when
CGNPs were starved of Shh for periods greater than 4 hours, most
of the cells be ive to the proliferative effects of Shh and
initiated terminal differentiation. Thus, to evaluate the relationship
between Shh and the subcellular localization of PKA, CGNPs were
first cultured in the presence of Shh, and immunostaining for C-PKA
was performed after removal of Shh or upon activation of PKA with
the cAMP analogue DBA. Intense anti-C-PKA immunostaining was
stently located at the cilium base in proliferating cells (Fig.
2A,B). However, after 1 or 2 hours of Shh deprivation, we observed
a progressive dispersion of the C-PKA signal (Fig. 2A). A similar
but more pronounced redistribution of the C-PKA pool was noted
when PKA was directly activated with DBA (Fig. 2A.B). These results
suggest that the loss of C-PKA immunostaining at the cilium base
observed after withdrawal of Shh could be due to the displacement
of this subunit and subsequent activation of PKA. Double-labelling
tylated o-tubulin confirmed the presence
-PKA at their

cons
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of a primary cilium in these cells and the absence of C
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base following DBA treatment (Fig

2B). These data suggested that
the accumulation of C-PKA at the cilium base is dependent on the
activity of the Shh pathway.
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Withdrawal of Shh activates C-PKA at the cilium base

The inactive PKA holoenzyme is formed by a tetramer containing
two regulatory (R-PKA) and two catalytic (C-PKA) subunits. The
binding of cAMP to the R-PKA displaces the C-PKA. Auto-
phosphorylation of C-PKA at Thr197 is an initial and required event
that has been used to monitor C-PK.A activation (Iyer et al., 2005).
Thus, we used an antibody against C-PKA(T197-) to study the effects
of Shh signalling on C-PKA. The intensity of anti-C-PKA(T197-P)
fluorescence measured in a standardized area around the cilium base
of CGNPs increased significantly (161+12%) 2 hours after withdrawal
of Shh (Fig. 3A,B). Unexpectedly, the direct activation of PKA with
DBA reduced this fluorescence intensity to 53+18% (Fig. 3A,B).
Although the effects of activation on the release and dispersion of C-
PKA has been reported (lyer et al., 2005), our results might also be
explained by activity-dependent degradation of C-PKA. To distinguish
between these possibilities, we studied the levels of C-PKA(T197-P)
using western blotting (Fig. 3C). In agreement with the
immunofluorescence data, the levels of C-PKA(T197-P) were clearly
increased 2 hours afier Shh removal. Interestingly, DBA treatment
induced a robust increase in C-PKA(T197-P), suggesting that the
decrease in immunofluorescence signal following DBA treatment (Fig
3A,B) was due to redistribution of active C-PKA rather than to protein
degradation. Thus, these results indicate that deprivation of Shh activity
in CGNPs activates PKA at the cilium base.

Activated PKA phosphorylates cytoplasmic and nuclear
substrates after cessation of Shh signalling

The subcellular distribution of PKA substrates (PKA-PS) remains
controversial. Several reports have suggested that C-PKA translocates
to the nuelews after activation and many nuclear proteins are established
targets of PKA activity (Sands and Palmer, 2008). Although the
inhibition of PKA activity by Shh has been widely accepted, direct
experimental evidence demonstrating either the repression of PKA
activity by Shh or the increase of PKA activity upon termination of
Shh signalling is still lacking. Using an antibody that recognizes the
phosphorylated PKA consensus motif (Rxx[S/T]-P), we studied the
timing and subcellular distribution of the proteins phosphorylated by
PKA, either after Shh depletion or after direct PKA activation with
DBA (Fig. 3D,E). In the presence of Shh, the levels of PKA-PS within
CGNPs were low and detected mainly in the nucleus. However, an

Shh+DBA 1h

Fig. 2. C-PKA d » m base after
withdrawal of Shh. (A) Cultures of CGNPs were either
deprived of Shh for 1 or 2 hours, or treated with DBA for |
hour. The cells were fixed and stained with anti-C-PK
Reduced accumulation of PKA could be clearly appreciated
after 2 hours of Shh deprivation and with DBA treatment.
(B) Higher magnification images from a parallel experiment
in which cells were double-stained with anti-C-PKA and
anti-acetylated-tubulin reveal the complete depletion of C-
PKA at the cilium base after PKA activation. The location
of cilia is indicated by white arrows. Scale bars: 10 um.

hour after withdrawal of Shh, the intensity of anti-PKA-PS
inmunofluorescence increased significantly (150+9%) throughout the
whole cell. A similar but more intense pattern was observed in CGNPs
treated with DBA (240+28%; Fig. 3D,E). These results were further
confirmed by western blotting of whole cell lysates (Fig. 3F). Both
withdrawal of Shh and addition of DBA clearly increased the levels
of PKA-PS. Although DBA was more effective at inducing the
phosphorylation of PKA substrates, the phosphorylated proteins
appeared to be the same in both cases. These results constitute the
first direct evidence that PKA is activated upon withdrawal of Shh
signals. The fact that PKA-PS was increased throughout the cell
whereas C-PKA activation was mainly detected at the cilium base
could be due either to dispersion of C-PKA after local activation or
to dispersion of PKA substrate after phosphorylation.

RII-PKA determines the localization of C-PKA to the cilium
base

Two types of R-PKA subunits (I, 11) and three types of C-PKA
subunits (e, B, ) have been described. In comparison with the
catalytic subunits where sequence differences among the different
isoforms are minimal, the two regulatory subunits have different
affinities for artificial cAMP analogues (Newhall et al., 2006) and
more importantly, they bind different members of the AKAP scaffold
proteins family (McConnachie et al., 2006). Hence, we considered
the possibility that the localization of C-PKA to the cilium base might
be determined by its association with the particular R-PKA subtypes.
To test this, we compared the subcellular distribution of FLAG-
tagged RI-PKA and RII-PKA in cultures of CGNPs proliferating in
the presence of Shh. We observed that whereas RI-PKA expression
was uniformly distributed in the cell (Fig. 4A), RII-PKA concentrated
at the cilium base (Fig. 4A) in a pattern identical to that of the
endogenous C-PKA (Fig. 1). These results suggested that the
accumulation of C-PKA at the cilium base was mediated by its
association with the RII-PKA subunit rather than the RI-PKA subunit.

C-PKA but not RII-PKA is released from the cilium base
after PKA activation

To further study the dynamics of PKA activation and subcellular
distribution, we next investigated whether the dispersion of C-PKA
from the cilium base, observed after PKA activation, was the result
only of the release of the catalytic subunit or whether a translocation
of the regulatory subunit also occurred. We performed two
independent sets of experiments. First, we transfected vectors to
express cyan RII-PKA and yellow C-PKA fusion molecules in
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proliferating CGNPs and measured the percentage of FRET from
RII-PKA-CFP to C-PKA-YFP in the area corresponding to the

transmission was significantly reduced (10.82+0.63% to
.55+1.66%) after PKA activation as compared with unstimulated
control cells (Fig. 4B). Additionally, C-PKA-YFP tended to
accumulate in large vesicles, which was not observed with other
C-PKA constructs such as C-PKA-FLAG; we interpreted these C-
PKA-YFP bubbles (indicated by arrowheads in Fig. 4B) as
artifacts most probably resulting from the YFP fusion. As a second
approach to defining the mechanism responsible for the localization
of PKA, we studied the distribution of RII-PKA-FLAG and
endogenous C-PKA in proliferating CGNPs treated with DBA. In
accord with the previous experiment, we observed that endogenous
C-PKA colocalized with RII-PKA-FLAG in control cells.
However, upon PKA activation, this colocalization was completely
abolished, although the expression pattern of RII-PKA-FLAG was
not altered by DBA treatment (Fig. 4C). Collectively, these data
indicated that after PKA activation, the catalytic but not the
regulatory PKA subunit changes it subcellular distribution.

PKA accumulation at the cilium base is mediated by the
binding of RII-PKA to AKAP scaffold proteins

It has been reported that the subcellular distribution of RII-PKA
depends on its association with AKAPs (McConnachie et al., 2006).
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PS) in CGNP cultures. (E) Quantification of

Therefore, we next performed a series of experiments to investigate
whether the localization of PKA to the cilium base is mediated by
the binding of RII-PKA to AKAPs in proliferating CGNPs. We
studied the subcellular distribution of a mutated form of RII-PKA
lacking the AKAP binding domain (RIIA*C-PKA-FLAG).
Interestingly, the accumulation of this mutant at the cilium base
was greatly reduced but not totally abolished (Fig. 5A). Because
this mutant still retains the RI-PKA dimerization domain, we
questioned whether the detection of a small fraction of this mutant
at the cilium base was due to the dimerization of RII®*-
PKA-FLAG molecules with endogenous RII-PKA, or alternatively,
whether PKA might be anchored to the cilium base via an AKAP-
independent mechanism. To clarify this issue, we next transfected
RIIA*_PKA-CFP, a mutant protein that lacks both the AKAP
binding and the dimerization domains. Interestingly, none of this
mutant protein was detected at the cilium base (Fig. 5B), strongly
esting that the AKAP binding domain is necessary for the
distribution of RII-PKA at the cilium base.

RIl-PKA binding to AKAPs is required for Shh-induced
proliferation of CGNPs

The results described above demonstrate that, in the presence of
Shh, a significant pool of the PKA holoenzyme formed by RII-
PKA and C-PKA is anchored by AKAP molecules to the cilium
base. We next investigated the functional relevance of PKA
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A Ab Ac-Tubulin Ab FLAG
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Fig. 4. Localization of C-PKA at the
transfected into CGNP cultures
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c Shh Shh+DBA 1h

¢ is determined by RI-PKA. (A) RI-PKA-FLAG (upper panels) or RI-PEA-FLAG (lower panels) constructs were

rrown in the presence of Shh. The localization of the PKA regulatory subunits was revealed by an anti-FLAG antibody and the cilium

was stained with anti-acetylated whbulin, It can be appreciated that only RII-PKA accumulated at the cilium base (cilia positions are indicated with white arrows).
(B) RI-PKA-CFP and C-PKA-YFP were co-transfected into CGNPs grown in the presence of Shh. The white arrow marks the cilium position and the white
arrowheads indicate artifacts generated by the RI-PKA-CFP vesicles (see Results for details). The FRET from RI-PKA-CFP to C-PKA-YFP was calculated at the
cilium base of cells treated with DBA or left untreated. (C) RI-PKA-FLAG was transfected into CGNPs cultured with Shh and treated with DBA or lefi untreated..
The cells were fixed and double-stained with anti-FLAG and anti-C-PKA antibodies, demonstrating that only the eatalytic subunit of PKA is dispersed away of the
cilium base afier PKA activation (white arrows indicate the position of the accumulated RIFPKA-FLAG, presumably at the cilium base). Scale bars: 10pum,

ition for the Shh pathway in CGNPs. Thus, we ass
the effects of St-HT31, a cell-permeable peptide that specifi
disrupts RII-PKA binding to AKAPs, on Shh-mediated prolife
of CGNPs. The addition of this peptide significantly reduced Shh-
induced proliferation of CGNPs in a dose-dependent manner
whereas the scrambled control peptide had no effect (Fig. 5C).
Moreover, the proliferation of CGNPs was also significantly
reduced in cells transfected with the RII*-PKA-FLAG mutant
(Fig. 5D) which lacks the domain for binding AKAPs. These
experiments indicate that the association of RII-PKA with AKAPs
is required not only for the accumulation of PK.A at the cilium base
but also for Shh-induced proliferation of CGNPs.

The inhibition of RII-PKA binding to AKAPs induces
CGNPs differentiation

The overexpression of C-PKA in CGNPs inhibits proliferation and
promotes differentiation (data not shown), most probably because
the saturation of the endogenous inhibitory mechanism mediated
by RII-PKA subunits. Thus, we evaluated whether the disruption

of the interaction between RII-PKA and AKAPs also induced
differentiation in addition to the anti-proliferative effects shown in
Fig. 5C. Proliferating CGNP cultures were treated for 1, 2 or 3 days
with St-HT31 or the scrambled control peptide and the percentage
of proliferating precursors and differentiated granular neurons was
determined by BrdU incorporation and anti-tubulin-BlIl staining
(Fig. SE-G). The observed reductions in proliferation were always
accompanied by proportional increases in the number of cells
expressing neuronal differentiation markers. These results confirm
that the inappropriate localization of PKA mimics the effects of
PK.A activation induced by either C-PKA overexpression or by Shh
removal. It is worth noting that, although St-HT31 arrested
proliferation and initiated a premature differentiation, it also reduced

the length of the neurites, suggesting a requirement for the
interaction between RII-PKA and AKAPs in neurite elongation.
These results indicate that the subcellular distribution of PKA at
the cilium base is essential for the proper activation of the Shh
pathway in CGNPs, and that this localization depends on the
association of the RII-PKA subunit with AKAPs.
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is required for Shh-induced proliferation. (A) Constructs for expressing R11-
Anti-FLAG antibodies were used to locate the recombinant proteins whereas

indicated by white arrows. (C) Shh-induced proliferation in CGNP was studied by [H thymidine incorporation in the presence of different concentrations of St-HT31

RIMPKA-FLAG on Shh-induced prolife
100puM St-HT31 or its control and double-stained with antibodies

Discussion

Is Shh signalling in CGNPs mediated by a cAMP reduction?

Previous studies from other groups as well as data from our
laboratory strongly suggest that a reduction of intracellular cAMP
is a central step of Shh signalling. Various lines of evidence support
this notion, including the fact that Shh signalling can hc emulated
through the inhibition of PKA activity by a cAMP-ins /e mutant
(mRI-PKA) (Epstein et al,, 1996). Consis with this, the
transfection of this mutant promoted Shh-independent proliferation
of CGNPs cultures (supplementary material Fig. S3A). Additionally,

the cAMP analogue DBA reversed Shh- induced proliferation in
control cells but not in the CGNPs transfected with mRI1-PKA
(supplementary material Fig. S3A). Consequently, in the cells
expressing mR1-PKA, DBA did not stimulate the phosphorylation
of CREB, a major PKA target (supplementary material Fig. S3B).
In addition, it has been reported that Gai can be directly activated
by Smo in reconstituted cell systems such as frog melanophores
(DeCamp et al., 2000) and SF9 insect cells (Riobo et al., 2006) and
is required for HH signalling in Drosophila (Ogden et al., 2008).
However, using whole cell lysates, neither the studies of other groups
(Murone et al.,, 1999) nor our own (supplementary material Fig.
S3C) have demonstrated a decrease of a ¢cAMP upon Shh
stimulation. The present data indicate that Shh-mediated regulation
of PKA occurs mainly at the primary cilium base. Thus, a similar

(a cell-permeable peptide that specifically disrupts RI-PKA binding to AKAPs) or its scrambled control peptide. (D) The effect of expressing RI-PKA-FLAG or

tion was studied by BrdU incorporation. (E) Images of Shh-treated CGNP cultures that had been incubated with either
inst the neuronal marker whbulin-pill
il and proliferating cells (BrdU) in CGNP cultures treated with Shh and St-Ht31 or its control for different periods of time. Sca

ation of differentiated (ubulin-

. F,G) Quantifi
: bars: [0um.

spatial restriction would be expected for the Shh-induced regulation
of cAMP levels. Because cAMP participates in many signalling
cascades in different subcellular compartments, it is not surprising
that local changes of cAMP were undetectable in whole cell extracts.

PKA accumulates at the cilium base

The term centrosome has been commonly used to identify the pair
of centrioles and associated proteins involved in the mitotic spindle
organization. However, although the two centrioles remain close to
each other during the cell-cycle interface, one of them becomes the
primary cilium basal body (Pedersen and Rosenbaum, 2008). It is
important to note that in the present work we use the term “cilium
base’ to refer to the space underneath the primary cilium shaft and
not as a synonym of basal body. Thus, confocal Z-stacks revealed
that PKA accumulated in the area of the centrioles but did not
colocalize with them (Fig. 1D and supplementary material Fig. S2).
Although our work is the first to demonstrate the accumulation of
PKA at the primary cilium base, the presence of PKA in the region
of the centrioles has long been known, even though in all previous
reports the centrioles were considered as part of the centrosomes and
never as primary cilium basal bodies. The initial description (Nigg
et dl ]‘J\\}n.]mm.d that RII-PKA could be detected at the centrosome
and _more intensely ||‘| thu G area durlm_ the




©
Q
=
Q
3}
v
©
6]
©
«©
[
=
=]
9

68 Journal of Cell Science 123 (1)

available at the time of these reports and that the primary cilium base
is very close to the Golgi apparatus (Sorokin, 1968), it is very probable
that the PKA spot observed by these authors in non-mitotic cells
represents the accumulation of PKA at the primary cilium base, as
we describe in the present report. In accord with this, we found that
in CGNPs the pool of C-PKA is frequently surrounded by cis- and
trans-Golgi vesicles (supplementary material Fig. 54). A more recent
report (De Camilli et al., 1986), using a combination of electron
microscopy and anti-RI-PK.A immunostainings, demonstrated PKA
accumulation at the centrosomes during mitosis and at the base of
matile cilia of the ependymal epithelium, but again this spot observed
in non-mitotic cells was assumed to be an accumulation at the Golgi
apparatus. Based on their observations, these authors proposed that
PKA accumulates at all microtubule-organizing centres. However,
although these authors observed centrioles near the Golgi in quiescent
cells and the existence of primary cilia in nom-mitotic cells was
already documented (Sorokin, 1968), they failed to consider the
possibility that the site of PKA accumulation was the primary cilium.
Since these initial reports, the supposed localization of PKA to the
Golgi apparatus has attracted very little attention. With the present
study, we demonstrate that in quiescent cells the accumulation of
PKA is maximal in an area beneath the cilium shaft (Fig. 1B and
supplementary material Fig. S1), between or under the centrioles (Fig.
1C and supplementary material Fig. S2), and it does not colocalize
with the Golgi apparatus (supplementary material Fig. S4). In
addition, an accumulation of C-PKA was not observed in metaphasic
or anaphasic cells (supplementary material Fig. S5), indicating that
the PKA accumulation in the region of the centrioles favours the
centrioles forming the primary cilium basal body as compared to the
centrioles organizing the mitotic spindle. Likewise, the association
of RI-PKA to AKAP molecules has been reported in many
subcellular locations including the centrioles (MeConnachie et al.,
2006). It was reported initially that a 350 kDa RII-PKA binding
protein could be found in centriolar samples purified through sucrose
gradient centrifugation (Keryer et al., 1993). When the sequence of
AKAP-350 was revealed, the generation of specific monoclonal
antibodies confirmed the colocalization of AKAP-350 with centrioles
during mitosis (Schmidt et al., 1999). However, regarding RII-PKA,
the AKAP-350 staining during interface was very intense and
localized mainly to one of the centrioles. Although none of these
studies mentioned the possible association between AKAP-350 and
RII-PKA at the cilium base, images presented in these reports are
certainly suggestive of this colocalization. Therefore, the results that
we now present are in agreement with the previous reports, although
either the absence of good primary cilium markers or the lack of
interest in this organelle might have precluded prior detection of PKA
at the cilium base.

Shh regulates PKA activity at the cilium base compartment

Although PKA is undoubtedly the main target of cAMP, a very large
number of extracellular factors contribute to the regulation of cell
cAMP levels. Thus, the G-protein-coupled receptors (GPCRs)
associated with both stimulatory and inhibitory G proteins transduce
signals from growth factors, neurotransmitters and extracellular
matrix molecules to regulate intracellular cAMP levels. However,
based on various lines of evidence, it seems unlikely that Shh
signalling is mediated by global changes in cellular cAMPlI’KM
activity. The recent reports that have demo ted the acc ion
of different Shh signalling molecules at the cilia clearly predicted a
local regulation of the pathway downstream of Smo. Furthermore,
both anterograde and retrograde cilium motor proteins seem to be

required for Shh signalling, indicating that this regulation requires
not just an accumulation of these molecules in the cilium, but also a
continuous trafficking of proteins such as the Gli factors, An
interesting working model has recently been proposed whereby the
formation of a complex containing Gli, Smo and SuFu at the tip of
the cilium results in the molecular modification of Gli, which targets
it to the proteasome (Eggenschwiler and Anderson, 2007).
Unfortunately, as of yet, there is no experimental evidence to support
the existence of this complex or the Gli modifications, although the
possibility of complexes between IFT proteins and Gli members is
strengthened by the recent description of complexes containing Kif3a,
B-Arrestin and Smo in the cilium shaft (Kovacs et al., 2008). The
deficiency of IFT proteins has both positive and negative effects on
the actions of Gli factors, indicating that the generation of the repressor
forms of Gli2/3 also requires the integrity of the cilium (Huangfu
and Anderson, 2005; Liu et al., 2005; May et al., 2005). However,
it is not known whether processing of Gli occurs before or after
transport to the cilium region. It is tempting to speculate that the
accumulation of Smo in the cilium might control the activity of the
Gaoi proteins present in the cilium membrane, which in turn would
repress the local ciliar adenylate cyelase. In accord with this notion,
large amounts of type 111 adenylate cyclase have been reported to
accumulate in the cilium but the function of this localization is not
known (Bishop et al., 2007) (supplementary material Fig. S6). Based
on this hypothesis, Shh would generate a local environment of low
cAMP(PK.A) activity at the cilium. Thus, in the absence of Shh, the
cilium would act as a ‘cAMP gun’ to activate the PKA accumulated
at the cilium base. In adult hippocampal neurons, the RII-PKA is
anchored at the dendrites by MAP-2, a RII-PKA-specific AKAP
(Zhong et al., 2009) and upon activation of PKA by B-adrenergic
stimulation, the C-PKA is released and enters the dendritic spines
where it plays a crucial role in long-term potentiation (LTP)
acquisition. Likewise, P350-AKAP concentrates at the centriole
region (Shanks et al., 2002), forming complexes with RII-PKA and
casein kinase (CK) (McConnachie et al., 2006), two of the three
enzymes required for the processing of Gli factors. Thus, although
the localization of PKA is optimal for interacting with Gli factors as
they enter or exit the cilium, questions related to where Gli factors
are processed and the identity of the Gli forms present in the cilium
must be clarified before a working model for PKA function at the
cilium base can be firmly established.

Materials and llathnds

Cerebellar g I p cell culture and transfection
Cerebellar granular neuronal precursors cell culturing and plate coating were performed
as described previously (Alvarez-Rodriguez and Pons, 2009). For transient transfection
experiments, cells were electroporated in suspension and plated in Newrobasal medium
supplemented with 150 mM KCl, B-27 and gluamine (Invitrogen, Carlshad, CA).
Depending on the experiment, the mitogen Shh was added as indicated (3 pg/ml).
Electroporation was p:.rlurmcd LLHIII}_‘ the Mn.mfmmlur MP-100 (Digital Bio, Seoul,
Korea) ding to 5 ions, with a single pulse of 1700 mV for 20
mseconds.

Plasmid preparation

Full-length ¢DNAs of mouse RI and RII PKA were kindly provided by Stan McKnight
and were used to generate the RIP PKA and RIFPT™ PKA mutants. The smoothened
M2 mutant was obtained from Frederic 1. de Sauvage and wild-type Smoothened was
generated by PCR. All these cDNAs were tagged by PCR and cloned into the pCIG
bicistronic vector containing nuclear EGFP as a reporter. The constructs used for FRET
experiments (pCONA3 RILCFP. pCDNA3 C-YFP, the empty control vectors, and
RIF*.CFP) were provided by Manuela Zaccollo,

Proliferation and cAMP measurement assays

Bromodeoxyuridine (BrdU) and [*H]thymidine incorporation were performed as
previously described { Alvarez-Rodriguez and Pons, 2009), Cellular cAMP levels were
measured using the Biotrak cyelic AMP (°H) assay system {Amersham Biosciences)
according to manufacturer’s instructions,
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‘Western blotting

Primary cell cultures were lysed in a phosphoprotein-specific lysis buffer (150 mM NaCl,
1 mM DTT, | mM PMSE, 50 mM NaF, 0.1 mM NagVy, | mM EDTA, | mM EGTA,
0.05% Triton X-100, 50 mM Tris-HCl, pH 7.5) containing a protease inhibitor cocktail
(Roche), Western blot analysis was performed as deseribed previously (Alvarcz-
Rodriguez and Pons, 2009),

I il and g image Y

Cells were grown on coverslips, fixed with 4% paraformaldehyde, permeabilized with

methanol and washed with PBS-BSA buffer. Samples were incubated with the
ing primary antibodies overnight. Afier three washes, cells were incubated

mlh »ecundnn Alexa Fluor 488, 594 or 555 (Invitrogen), or Cy5 (Jackson

ImmunoResearch Laboratories) antibodies, and the nuclear marker DAPE (Molecular

Probes). Finally, the coverslips were mounted with Mowiol (CalBiochem). Confocal

DeCamp, D, L., l'lmmpsull.'] M de Sauvage, F. 1. and Lerner, M. R, (2000). Smoothened
5

activates Galphai ling in frog mel t J. Bial. Chem. 275, 26322
26327,
Eggensch J. Toand Andet K. V. (2007), Cilia and developmental signaling. Anmi.

" Rev. Cell Dew: Biol. 23, 345-373,

Epstein, D, J., Marti, E., Scott, M. P. and McMahon, A, P. (1996}, Antagonizing cAMP-
dependent protein kinase A in the dorsal CNS activates a conserved Sonic hedgehog signaling
pathway. Development 122, 2885-2894.

Hatten, M. E. and Heinte, N, (1995). Mechanisms of neural patterning and specification in
the developing cerebellum. Amme. Rev. Newrosci, 18, 385-408,

Hayeraft, C. J., Banizs, B., Aydin-Son, Y., Zhang, (), Michaud, E. J. and Yoder, B. K.
(2005). and Gli3 localize o cilia and require the intraflagellar transpon protein polaris
for processing and function, PLaS Genet. 1, €53,

Huangfu, D and Anderson, K. V. (2005}, Cilia and Hedgehog responsiveness in the mouse.
Proc. Nenl, Acad. Sci. US4 102, 11325-11330.

images were i using a l focal spectral pe(Sps;
Leica).

Maximum projection of C-PEA(T197-F) and PRKA-PS were quantified with Image)
software (NIH: hipi//rsb.infonih.govij). All images were converted into 32 bits,
background was subtracted and original thresholds were set with the background as NaN
(not a number). Finally, the mean grey value was quantified from the entire cell for
PEA-PS or a from a constant circular area for (‘-PK.‘\iTlfJT-PJ. To obtain the mean
intensity, a total of 100 cells per were d. Imagel was also
used for FRET quantification, The FRET intensity from RI-PKA-CFP o C-PKA-YFP
was measured at the periciliar area of 100 fixed cells co-transfected with RI-PKA-CFP
and C-PKA-YFP grown with Shh and treated with 07 -dibutyryl cAMP (DBA), or
left untreated, for | hour, le. pu“_nup_u of FRET was leuln[t:d in each case afier

b of the bach d incells fected y with RI-PKA-CFP
and C-PKA-YFP.
Antibodies and chemicals
The lonal antibody anti-b feoxyuridine (BrdU) was obtained from the

Developmental Swdies Hybridoma Bank (lowa). The monoclonal antibody against Bl11-
tubulin was from Promega. Anti-C-PRA, anti-phospho-Thr1 97-C-PKA (C-PKA(T197-
P), anti-phospho-(STHPKA sut (PKA-PS) and anti-phospho-CREB polyclonal

antibodies where from Cell \lgmlmg Technologies. Anti- H AG, anti-acetylated tubulin

and anti-ytwbulin | ibodics were purchased from Sigma-Aldrich. Anti-

H fu, D., Liu, A., Rakeman, A. 5., Murcia, N. 8., Niswander, L. and Anderson, K.
V. 2003), Hedgehog signalling in the mouse requires intraflagellar transpor proteins, Natune
426, 83-87.

Ingham, P. W, and MeM A. P (2001). Hedgehog signaling
paradigms and principles. Genes D 15, 3059-3087.

Iyer, G. H., Moore, M. J. and Taylor, S. S. (2003). (1mqmm:ﬁ-s of lysine 72 mutation on

Tation and ion state of cAMP-d dent kinase, J, Biol, Chem, 280,

in animal develoy

Keryer, G., Rios, R. M., Landmark, B. F., Skalhegg, B.. Lohmann, S, M. and Bornens,
ML (1993). A hig! binding pm:un for the regulatory subunit of cAMP-dependent

protein kinase 11 in the o 240,
Kovacs, J. J.. Whalen, E. I, Liu, R., an. K., Klm. .I ('Iu'n. M., \hng. 1., C Iml. W,
and Lefkowitz, R, L (2008). B i of I i 10 the

primary cilium. Sciernce 320, 1777-1781.

Liu, A, Wang, B. and Niswander, L. A. (2005 ). Mouse intraflagellar transport proteins regulate
hoth the sctivator and repressor functions of Gli transcription factors. Developmenr 132,
3103-3111.

Lum, L. and Beachy, P. A. (2004). The Hedgehog response network: sensors, switches, and
routers. Science 304, 1755-1759.

May, 5. ., Ashique, A. M., Karlen, M., Wang, B., Shen, Y., Zarbalis, K., Reiter, J., Ericson,
4. and Peterson, A. S, (2005). Loss of the retrograde motor for IFT disrupts localizaion
of Smo to cilia and prevents the expression of both activator and repressor functions of Gli.
Dev: Biol, 287, 378-389,

MeC hie, G L h L. K. and Scott, J. D. (2006). AKAP signaling complexes:

HA polyclonal antibody was from Zymed I.ah(n—alunes.{lnnmn} R.lbhu: anti-adenylate
cyeclase NN "l}!uasl'mm Santa Cruz B hnology, mouse 1 anti-cis-Golgi

getting to the heart of the matter. Trendy Mol. Med. 12, 317-323,
AP, Inghsm. P. W.and Tabin, C. J. (2003). Developmental roles and clinical

(GM130), and anti-trns-Golgi (TGN3E) were fmm BD Bi Rabbit polyelonal
anti-FLAG and anti-GFP antibodies were produced in our |

Forskolin and DBA were purchased l'mm Calbiochem. The ;\kM' St-Ht31 pcpud\.
and its control were from Promega. Shh N-terminal peptide was produced in our
laboratory as previously reported (Alvarez-Rodriguez et al., 2007).

Statistical analysis
Quantitative data are expressed as the mean + s.d. Significant differences among groups
were tested by two-way ANOVA followed by the Tukey's test.

We are grateful to all of the researchers who sent us the cDNAs as
detailed in Materials and Methods. We also thank Deborah Burks for
improving the English in the manuscript. Work in S.P.’s laboratory is
supported by the Spanish Ministry of Education Grant BFU2008-
02424/BFL.
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+ Supplemental Figure S1 -

Fig. 51. C-PKA accumulates at the cilium base. CGNPz growing in
the presence of Shh where double-stained with antibodies against C-PKA
and acetylated tubulin. Z-stacks from two cells (a and b) with different
orientation of cilia are shown. The white line indicates the position where
the Z-plane were generated. For clarity, we have included the original
picture without the line.

« Supplemental Figure S2 -

Fig. S2. C-PKA accumulates in the region of the centrioles. The
location of the C-PKA was further studied by staining the centricles with
an antibody against y-tubulin. Z-stacks with the Z-plane always crossing
the two centrioles were generated in seven different cells. The white lines
indicate the position where the Z-planes were generated. The
accumulation of C-PKA was always detected between or surrounding the

two centrioles.
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Fig. 53. mRI-PKA and M2-Smo-induce proliferation in CGNPs but
total cellular cAMP levels are not modified by Shh. (A) CGNF
cultures where transfected with PCIG, a GFAP containing bicistronic
vector, expressing either mRI-PKA or M2-Smo. Cells were plated and
treated with Shh, vehicle, DBA or BMPZ for 48 hours. At the end of this
period, cell proliferation was measured by BrdU incorporation. The right
panel shows the mean + s.d. of at least 1000 transfected cells. (B) The
capacity of DBA to induce CREB phosphorylation was studied in CGNPs
cultures transfected with mRI-PKA or M2-Smo. The cells were transfected
and cultured for 48 hours with Shh. DBA was added for different time
periods and the cells where fixed and P-CREB expression assessed using
a phospho-specific antibody. (C) Total cAMP levels were studied by RIA in
control or CGNP cultures treated with Shh for 4 hours. The effect of Shh
was analysed either under basal conditions or when the PKA was
activated by different concentrations of the adenylyl cyclase activator
Forskolin.
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* Supplemental Figure S4 -

Fig. S4. C-PKA does not colocalize with Golgi complex. The
subcellular distribution of C-PKA& with respect to the Golgi complex was
studied by double-labelling of proliferating CGNPs with anti-C-PKA and
anti-cis (GM130) or trans (TGN38) Golgi vesicular components. The
Z-plane stacks demonstrated that, although C-PKA and the Golgl complex
where always detected in the same sub-cellular region, no colocalization
was observed.

* Supplemental Figure S5 -

ALL INTERPHASE

|:INTERPHASE, P:PROPHASE, M:METAPHASE, T: TELOPHASE

Fig. 5. Accumulation of C-PKA does not occur during M phase.
The localization of C-PKA was studied in proliferating CGNPs at different
stages of the cell cycle. The cells were double-labelled with anti-C-PK&
and anti-y-tubulin. (Upper panels) & group of cells at interphase (no signs
of DMNA condensation by DAPI staining) in which the accumulation of
C-PK.C was cbserved (white arrows) in the area of the centrioles. (Lower
panels) Cells at interphase and different stages of M phase. No
accumulation of C-PKA was detected in any of the cells in M phase. The
different stages of the M phase where estimated by the chromosome
disposition and the mitotic spindle labelling.
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+« Supplemental Figure S6 -

Fig. S6. AC-III is abundantly expressed at the cilium in CGNPs.
Proliferating CGNPs were double-stained with anti-AC-III and anti-y-
tubulin antibodies. The upper panels show a group of cells with cilia
positioned at different orientations with respect to the cell stained with
anti AC-III (white arrows). Note that although the y-tubulin stained the
mitatic =pindle in all these cells, the centrioles can be clearly identified at
the base of the cilia stained with AC-III. The lower panels are a higher
magnification of the same experiment, in which the position of the cilium
shaft with respect to the two centrioles is clearly visible. The white arrow
iz placed exactly at the same position in the three images.
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RESUMEN DEL
ARTICULO 2

La proliferacion de los precursores neuronales
de células granulares de cerebelo (PNGCs) es
mediada por Sonic Hedgehog (Shh), que activa
al complejo de receptores formado por Patched
y Smoothened. Aunque la secuencia de Smo
sugiere que es un receptor acoplado a proteina
G (GPCR), las evidencias de que éste utiliza
proteinas G heterotriméricas como efectoras
de la via no son muy claras. En Drosophila
melanogaster, la proteina Goi es necesaria
para la actividad de Hedgehog (Hh), pero la
implicacion de las proteinas G heterotriméricas
en la via de Shh de vertebrados atun no se ha
establecido. En este trabajo demostramos que
la induccidn de la proliferacion de PNGCs se
potencia por la expresion de formas activas
de proteinas de la familia Gai/o (Gail, Gai2,
Gai3 y Goo) pero de otra clase (Gal2) de

proteinas G heterotriméricas. Ademas, la
expresion de miembros de la familia de Gai
poseen un patron de expresion especifico en
el cerebelo en desarrollo; solo Gai2 y Gai3 se
encuentran altamente expresados en la parte
mas externa de la capa granula externa, donde
los PNGCs proliferan. De acuerdo con esto,
la proliferacion de los PNGCs se reduce de
manera significativa con la eliminacion de
Gai2y Gai3 peronomediante el silenciamiento
de los otros miembros de la familia de Gai/o.
Finalmente, nuestros resultados demuestran
que las subunidades Gai2 y Gai3 se localizan
en el cilio primario cuando se expresan en
cultivos de PCGCs. En resumen, concluimos
que los efectos proliferativos de Shh en estas
células estan mediados por la activacion
combinada de las proteinas Gai2 y Gai3.
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Proliferation of cerebellar granular neuronal precursors
(CGNPs) is mediated by Sonic Hedgehog (Shh), which activates
the Patched and Smoothened (Smo) receptor complex.
Although its protein sequence suggests that Smo is a G protein
coupled receptor (GPCR), the evidence that this receptor uti-
lizes heterotrimeric G proteins as downstream effectors is con-
troversial. In Drosophila, Ge, is required for Hedgehog (Hh)
activity, but the involvement of heterotrimeric G proteins in
vertebrate Shh signaling has not yet been established. Here, we
show that Shh-induced proliferation of rat CGNPs is enhanced
strongly by the expression of the active forms of Ge;,, proteins
(Gay,y, Goyyy, Goyyy, and Gax,) but not by members of another class
(Gaxy,) of heterotrimeric G proteins. Additionally, the mRNAs
of these different Gey; members display specific expression pat-
terns in the developing cerebellum; only Gey, and Gey, are sub-
stantially expressed in the outer external granular layer, where
CGNPs proliferate. Consistent with this, Shh-induced prolifer-
ation of CGNPs is reduced significantly by knockdowns of Gay;,
and Ga;; but not by silencing of other members of the Gey;,,
class. Finally, our results demonstrate that G, and Gey,, locate
to the primary cilium when expressed in CGNP cultures. In
summary, we conclude that the proliferative effects of Shh on
CGNPs are mediated by the combined activity of Gey;, and Gy,
proteins.

Cerebellar granular neuronal precursors (CGNPs)” are gen-
erated within the external germinal layer (EGL) during devel-
opment of the cerebellar cortex. During cerebellum develop-
ment, CGNPs exit the cell-cycle and migrate through the
Purkinje cells to establish the three layers of the cerebellar cor-
tex (1-3). Clonal expansion of CGNPs is achieved by the mito-
genic activity of Sonic hedgehog (Shh) signaling emanating
from the Purkinje cells to the EGL (4, 5). The binding of Shh to
its membrane receptor Patched, located at the peri-ciliar area,

*This work was supported by Spanish Ministry of Education Grant
BFU2008-02424/BF.

(51 The on-line version of this article (available at http://www.jbc.org) contains
supplemental Table 1 and Figs. 1-5.

' To whom correspondence should be addressed: Institute for Biomedical
Research of Barcelona (IIBB-CSIC-IDIBAPS), Rosells 161, 6th floor, 08036
Barcelona, Spain. Tel: 34933632382; Fax: 34933638301; E-mail: spfnqi@
iibb.csic.es.

? The abbreviations used are: CGNP, cerebellar granular neuronal precursor;
Smo, Smoothened; Shh, Sonic Hedgehog; GPCR, G protein-coupled recep-
tor; Hh, Hedgehog; AC, adenylate cyclase; C5, coding sequence; ACIII,
adenylate cyclase lll; PTX, pertussis toxin; PKA, protein kinase A; C-PKA, PKA
catalytic subunit; Gari1QR, Gai1Q204R.
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promotes the accumulation of Smoothened (Smo) at the pri-
mary cilium and concomitant activation of this pathway (6, 7).

The Hedgehog (Hh) pathway can be regulated negatively by
sequential phosphorylation of Gli2/3 by PKA, GSK3p and CK
(8). These phosphorylation events target Gli2/3 to the protea-
some, where removal of its transactivation domain generates a
potent transcriptional repressor of the pathway (9, 10). Several
lines of evidence suggest that inhibition of PKA is a universal
requirement for Hh pathway activation. However, the precise
details of this mechanism are not understood. Although PKA
enzymatic activity is primarily controlled by cAMP levels, its
sub-cellular distribution is determined by the association with
specific members of protein kinase A anchoring protein
(AKAP) protein family which permits local regulation of its
activity (11, 12). In the basal state, the PKA catalytic subunit
(C-PKA) is inactive due to the presence of a bound regulatory
subunit of PKA. Increased levels of cAMP bind to and displace
the regulatory subunit of PKA, thereby permitting active PKA
to phosphorylate different substrates (13). The intracellular
cAMP levels are regulated by stimulatory and inhibitory GTP-
binding proteins (Ga proteins) which control the activity of
adenylate cyclase (AC). Heterotrimeric G proteins are a family
of intracellular proteins that are activated in response to G pro-
tein coupled receptors (GPCRs) and are involved in second
messenger cascades. They are bound to the internal surface of
the plasma membrane and consist of Ga and the tightly associ-
ated Gy subunits. There are four classes of G subunits: Gas,
Gay,,,, Gaq/11 and Gal12/13. They share similar mechanisms of
activation but differ in the recognition of their effectors. Ligand
binding induces a conformational change in the GPCR, allow-
ing it to act as a guanine nucleotide exchange factor (GEF). The
exchange of GDP for GTP at the Ga subunit causes dissociation
from the GBy dimmer, thereby activating other signaling mol-
ecules. The Ga subunit has an inherent GTPase activity that
hydrolyzes the GTP to GDP and thus, re-associates with the
Gpydimer (14). The main role of proteins of the G, class is to
decrease cAMP production through inhibition of AC.

Smo belongs to the GPCR family and has been reported to
activate various members of G, class in reconstituted cell
systems like frog melanophores (15) or SF9 insect cells (16).
However, G protein independent transduction mechanisms
have also been proposed for Smo (17). Recently, it has been
shown that, at least in Drosophila, Smo functions as a canonical
GPCR which signals through Ge, to regulate activation of the
Hh pathway (18). Given that important differences in Hh sig-
naling have recently been described between Drosophila and
mammals, (19, 20) we studied whether Ge; also mediates mam-
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malian Smo signal transduction. We demonstrate that Shh-
induced proliferation of CGNPs was strongly enhanced by
recombinant expression of the active forms of Ge, (Gay,, Gay,,
Gays, and Ge,) but not by members of the G12 class of hetero-
trimeric G proteins. In addition, we show that the different
Gu, ,, class members display distinct expression patterns in the
developing cerebellum. Interestingly, only Gey, and Gay, are
substantially expressed in the outer external granular layer
(0EGL) where CGNPs proliferate. In addition, the capacity of
Shh to promote proliferation of CGNPs was reduced signifi-
cantly by knockdowns of Ga,, and Ga;, but not other members
of the Ge, class. Finally, we show that Ga,, and Ga,; locate to
the primary cilium when expressed in CGNP cultures. Collec-
tively, our results suggest that Shh-induced proliferation of
CGNPs is mediated by the combined activity of Gey;, and Gey,
proteins,

EXPERIMENTAL PROCEDURES

Cerebellar Granular Neuronal Precursor Culture and Trans-
fection—P7 rat cerebellar cultures and plate coating were per-
formed as described previously (21). Cell cultures were either
transfected with FuGENE 6 (Roche Diagnostics) or electropo-
rated depending on the transfection efficiency requirements.
For FUuGENE transfection experiments, cells were plated in
Neurobasal medium supplemented with B-27 (Invitrogen), 20
mu KCl, 2 mum glutamine, and Shhat 3 ug/ml for 24 h, and at the
end of this period, the cells were transfected for 4 h following
the manufacturer’s guidelines. After removing the transfection
mixture, the cultures were washed once, and fresh medium
with or without Shh was added. The typical transfection effi-
ciency of this procedure was 5-10%, making it the ideal method
for experiments where an accurate cell counting is required.
Electroporation was performed in suspension just after the tis-
sue dispersion procedure with the Microporator MP-100 (Dig-
ital Bio, Seoul, Korea) according to the manufacturer’s instruc-
tions, with a single pulse of 1700 mV for 20 ms. As above,
electroporated cells were plated in Shh-containing media for
24 h prior to the start of different treatments. This procedure
transfects up to 80% of the culture with minimal toxicity and is
ideal for biochemistry or reporter assays. N-terminal Shh pro-
duced in our laboratory was used as indicated in each
experiment.

Plasmid Preparation—Rat Ga,, Gayy, and the corresponding
mutants were produced by PCR site-directed mutagenesis.
Human Ge,, Ger,, and their mutants were obtained from Hae
Young Suh. Human Gea,, and its mutant form were obtained
from Silvio Gutkind. All Ga protein versions used in this study
were subcloned into the bicistronic vector pCIG (22) that con-
tains nuclear EGFP as a reporter. To produce the RNA probes
used in the in situ hybridization experiment, the coding
sequence of rat, Ga,,, Ga,,, Ga,,, and Ga,,, kindly provided by
Randall Reed, were subcloned into pBluescript IIKS. For mRNA
knockdown experiments, the DNA primers designed to pro-
duce the different shRNA molecules, were cloned into pGHIN
a GFP expressing version of pSUPER. The different shRNA tar-
get sequences were selected in accordance to the following
rules: In brief, a size of 19 bp, not including the first or last
nucleotides of the mRNA, flanked at 5 by AA and, if possible,
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by TT nucleotides at 3, the percentage of GC must be =>50%,
and finally, the sequence should not contain four or more A or
T nucleotides together. The selected sequences were blasted
against a rat cDNA database to ensure their specificity. We
detected four different sequences with the above exposed char-
acteristics in Gey, and Gey, 3'-UTRs and one against the coding
region. Although G, has a relatively large 3'-UTR, only three
targeting sequences could be detected due to its high AT con-
tent. In addition, another sequence was found in the coding
sequence. On the contrary, Ga,, has a very short 3'-UTR and
only two sequences were found, but none in the coding region.
All targeting primers are listed in supplemental Table 1.

Semiquantitative RT-PCR Quantification of mRNA in
Knockdown Experiments—Total cell RNA was purified follow-
ing the method of Chomcynski and Sacchi (38). RNA integrity
and concentration was assessed through spectral analysis witha
NanoDrop Fotometer. Equal amounts of RNA were retrotran-
scribed with Omniscript reverse transcriptase (Qiagen). To
avoid genomic DNA interferences, because all Ge,,, coding
regions contained at least one large intronic sequence, we used
primers spanning the entire coding region to measure Ga,,
mRNA concentrations. The optimal number of amplification
cycles was established for each primer pair and cDNA prepara-
tion to ensure that no saturation occurred. GAPDH was used in
all reactions as a control gene.

Immunofluorescence and Antibodies—Cells were grown in
24-well plates (Corning, Inc.), fixed with 4% paraformaldehyde,
permeabilized with methanol, washed three times with PBS/
BSA buffer containing 0.2% of Triton X-100, and incubated
overnight at 4 °C with the corresponding primary antibodies in
this same buffer. For BrdU incorporation experiments, cells
were treated with BrdU for 6 h before fixation, and an addi-
tional treatment with DNase II (SIGMA) for 15 min was
included just after the methanol step. After three washes, cells
were incubated for 1 h at room temperature with anti-mouse or
anti-rabbit secondary antibodies labeled with Alexa Fluor 488,
594, or 555 (Invitrogen) or Cy5 (Jackson ImmunoResearch Lab-
oratories), and nuclei were stained with DAPI (Molecular
Probes). The monoclonal anti-BrdU antibody was obtained
from Developmental Studies Hybridoma Bank, rabbit anti-C-
PKA was from Cell Signaling, monoclonal antibodies anti-
FLAG (M2) and anti-acetylated tubulin were from Sigma, rab-
bit anti-adenylate cyclase III (C-20) was from Santa Cruz
Biotechnology, mouse monoclonal anti-trans-Golgi (TGN38)
was from BD Biosciences, mouse polyclonal anti-HA, rabbit
polyclonal anti-FLAG, anti-HA, and anti-GFP antibodies were
produced in our laboratory. For confocal images, cells were
grown on coated coverslips, which were mounted with Mowiol
(CalBiochem). Inmunofluorescent images were obtained either
with a Leica inverted fluorescence microscope or a Leica Sp5
confocal spectral scanning microscope.

In Situ Hybridization—P7 rat cerebellum were fixed over-
night with 4% of paraformaldehyde and washed three times for
10 min with PBT (DEPC-PBS1x, 0.1% Triton). 50-pum Slices
from 10% sacarose/5% agarose blocks were sectioned with a
vibratome (Leica) and dehydrated with increasing concentra-
tions of methanol/PBT (25, 50, 75, and 100%). Hybridization
was performed at 70 °C using standard procedures and revealed
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by alkaline phosphatase-coupled anti-digoxigenin Fab frag-
ments (Roche Applied Science). Rat Ga;,,, RNA probes were
produced with T7 enzyme from the corresponding cDNA
sequences cloned in Bluescript-11-KS.

Proliferation Assays and [’H]Thymidine Incorporation—
Electroporated cells were plated for 48 h and then pulsed for 2 h
with [*H]thymidine (1u.Ci in each well, Amersham Biosciences,
Buckinghamshire, UK). Cells were then lysed in 0.04% SDS, and
proliferation was measured with a Wallac scintillation counter
(Wallac-Perkin Elmer, Quebec, Canada).

Proliferation Assays and BrdlU Incorporation, and Statistical
Analysis—Cell proliferation was calculated as the percentage of
BrdU-positive cells among the transfected population (GFP-
expressing cells). Duplicate wells from at least three different
cultures were counted (minimum of six wells), lack of coher-
ence between duplicate wells always dismissed both. The num-
ber of cells counted per well ranged from 350 to 1500 with an
average of 750, mainly depending on the transfection efficiency
and the internal data dispersion of each experiment. Quantita-
tive data were expressed as the mean = S.D. Significant differ-
ences among groups were tested by two-way analysis of vari-
ance followed by the Tukey's test.

RESULTS

Capacity of Shh to Induce Proliferation of CGNPs Is Strongly
Enhanced by Active Forms of Ga,,, Class Members but Not by
Ga,,—Given the apparent discrepancy in CGNPs between the
strong proliferative effect of a dominant negative form of PKA
(mRI-PKA) and the lack of an effect of Shh on cAMP levels (11),
we studied the relevance of Ge, activity in mammalian Hh sig-
nal transduction. In Drosophila, the inhibitory Ga,,, class is
comprised of only one Gey; and one Ga,, isoform. In mammals,
this family is much more complex and is formed by three Gay,
two Ga,, three Geay, and one Ga, (23) (UniProtKB/SwissProt).
However, considering that Ge, function is mostly restricted to
taste transduction and that Ge, activation by Smo was only
partially reversed by cyclopamine (16), we restricted our study
to Ge, and Ga, isoforms. Thus, we created three putative Ge,,
constitutive active forms based on known Ga, mutations (24).
These mutations were designed to impair the endogenous Ga
GTPase, thereby extending their active state (Ga-GTP). When
transfected into CGNPs, all three mutants, Ga;,H178R,
GailQ204R (GailQR), and Gail H178R/Q204R, increased the
proliferation rate of CGNPs as measured by BrdU or [*H]thy-
midine incorporation (Fig. 1A and supplemental Fig. 14,
respectively), although the most potent effect was obtained
with GailQR. However, the proliferative effects were depen-
dent on the presence of Shh, demonstrating that, although this
mutation prolongs GailQR activity, priming of the system by
Smo was still required. Conversely, the mRI-PKA mutant
potently increased (68%) cell proliferation even in the absence
of Shh, due to its ligand-independent nature (Fig. 1.8). Interest-
ingly, GailQR enhanced proliferation progressively as the sub-
proliferative amounts of Shh in the culture were increased,
reaching up to 42% with 0.25 ug/ml Shh. When CGNPs were
cultured with a saturating concentration of Shh (3 pg/ml), the
proliferation rates between cells transfected with either empty
vector or Gail QR were very similar (59 and 64%, respectively),
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suggesting that when the Shh pathway is fully activated, endog-
enous Ga, activity is sufficient to maintain a maximum prolif-
eration rate (Fig. 1B). It is worth noting that the wild-type form
of Gy, displayed a marked anti-proliferative effect, even in the
presence of saturating concentrations of Shh, but this was not
observed with the wild-type forms of Gay,, Gy, Ga,, or Ga,
(supplemental Fig. 1B).

With the aim of identifying which Ge, ,, class members medi-
ate Shh-induced proliferation in CGNPs, we next studied
the proliferation induced by transfecting GTPase-deficient
mutants of Geay, (Q204L), Gay, (Q204L), Ge,, (Q205L), and
Ge,, (Q231L) in cultures growing in a sub-proliferative con-
centration of Shh (0.25 pg/ml). Although Ga,, does not belong
to the Ga,, class, it was included as it has been reported to
participate in Shh signaling through Rho-kinase activation (25).
Unexpectedly, all Ge,,, class members increased proliferation
rates at similar levels when transfectd in CGNPs cultured with
a low Shh concentration (0.25 pg/ml). In contrast, under these
same conditions, the proliferation rate of cells transfected with
the active form of G12 was lower than that of cells transfected
with empty vector (Fig. 1C). Collectively, theses results suggest
that Gey,,, members do indeed mediate Shh signaling in
CGNPs.

G, and Gay, Are Specifically Enriched in Outer EGL of
Developing Cerebellum—Given that the results with the acti-
vating mutants suggested that Shh signaling in CGNPs could be
mediated indiscriminately by all Ge,;,, members, we next
explored the expression patterns of Ge,, Gay,,, Gex,, and Geyyy
mRNAs in P7 rat cerebellum (Fig. 2). Using in situ hybridiza-
tion, very distinct layer distributions could be appreciated at
low magnification (Fig. 2, a—d). The expression pattern of each
Gay,,, member in the different cerebellum layers was confirmed
by comparing in situ hybridization alone (Fig. 2, e-h) with in
situ hybridization plus immunohistochemistry performed with
the Purkinje cell marker, Calbindin (Fig. 2, i-{). Thus, com-
mencing from the innermost layer, we observed that the
mRNAs of all four members of the G, , class were significantly
expressed at the internal granular layer, which contains primar-
ily differentiated granular cells and Golgi cells in much lower
abundance. Gey, and Gey,; were predominant forms expressed
in the Purkinje cell layer, which is basically occupied by the
huge cell bodies of Purkinje cells. In the adult cerebellum, the
molecular layer is formed exclusively by the Purkinje cell den-
drites, the granular cell axons, and low abundance interneu-
rons, and although at P7, it also contains migrating granular
cells, it is typically an area of low reactivity for most mRNAs
probes due to its acellular nature. The internal part of the exter-
nal granular layer contains the granular cells that have stopped
dividing and initiated migration. In this layer, only Ge,, expres-
sion was differentially augmented. Finally, the oEGL is where
CGNPs intensively proliferate in response to Shh during early
postnatal development (2 weeks in rat cerebellum). Interest-
ingly, this layer expressed comparatively low levels of Ge,, and
Ga;; mRNAs and high levels of Gey, and Gay,;. Thus, we con-
cluded that each of the four Gey,, class members displays a
distinct expression pattern, suggestive of participation in differ-
ent signaling pathways.
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FIGURE 1. Shh-induced proliferation of CGNPs is strongly enhanced by the active forms of members of the Ga,, class but not by G12. CGNP cells were
plated in a saturating concentration of Shh (3 pg/ml) and transfected with different wild-type or active mutant forms of Ga cloned into pCIG, a nuclear
GFP-expressing bicistronic vector. After 24 h, cells were washed and treated for an additional 48 h with the indicated amounts of Shh, and proliferation was
analyzed by BrdU incorporation. A, comparison of different Ga,,-activating mutations at 0.25 pg/ml Shh. B, proliferation was studied in cells transfected with
wild-type Gey,, Gai1Q204R, or mRI-PKA and treated with increasing amounts of Shh (0, 0.03, 0.06, 0.12, 0.25, and 3 pg/ml). C, comparison of the proliferation
induced by expression of wild-type or active mutant forms of Gay, Gy, Gays, G, and Ga, ; in CGNPs maintained in 0.25 pg/ml Shh.

Knockdowns of G, and Gey, Significantly Reduce Shh-in-
duced Proliferation in CGNP Cultures—Encouraged by the
unique expression patterns of the different Gey,,, class members
in the developing cerebellum, we next asked whether knock-
downs of each would differentially alter Shh-induced prolifer-
ation of CGNPs. Thus, we designed different DNA sequences
encoding short hairpin inhibitory RNA molecules (shRNA),
which would target either the 3'-UTR (UTR) or the coding
sequence (CS) of the different members of the Ga,,, class (see
“Experimental Procedures” for details). These were then cloned
into pGHIN (a pSUPER-based GFP-expressing bicistronic vec-
tor). The shRNA-expressing constructs were transfected in
CGNPs cultured with a saturating concentration of Shh (3
pg/ml), and 48 h later, proliferation was measured by BrdU
incorporation (Fig. 3). In addition, half of each transfected cul-
ture was used to evaluate the targeting efficiency of each shRNA
by RT-PCR. As previously observed, shRNAs directed to CS
were less efficient at reducing expression (Fig. 3, A and B, and
supplemental Fig. 2 for representative cell pictures). Although
most shRNAs designed against the 3'-UTRs efficiently reduced
the mRNA levels of their targets, only the shRNAs directed
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against Gey, and Ga,, attenuated significantly Shh-induced
proliferation in CGNPs cultures (Fig. 3, A and B). Similar results
were obtained when the effect of expressing different shRNA
constructs on [*H]thymidine incorporation, was tested in cul-
tures treated with growing concentrations of Shh (supplemen-
tal Fig. 1C). These results agrees well with the expression pat-
terns of the different Gey,,, class members in P7 rat cerebellum,
where only Ga,, and Gay; were appreciably expressed in the
oEGL (Fig. 2). In an attempt to further define the individual
roles played by Gay, and Gay,, in mediating Shh-induced prolif-
eration of CGNPs, we next tested the effects of reducing the
expression of both molecules simultaneously. Using the exper-
imental conditions described above, equal amounts of plasmid
DNA encoding the most efficient shRNA for Ga,, and Ge,,
(Gi2UTR2 and Gi3UTR2) were co-transfected into CGNPs.
Additionally, different combinations of Gi2UTR2 or Gi3UTR2
with empty vector or the low performance Gi2CS were tested as
controls. The combined effect of simultaneous knockdowns of
Ga, and Gay; on Shh-induced proliferation was much greater
than either of the individual knockdowns, whereas other com-
binations had no significant additional inhibitory effects (Fig.
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FIGURE 2. In situ hybridization analysis of Gu;,, mRNA at P7 in rat cere-
bellum. mRNA levels of Ga,, Gay,, Gay;, and Gay; were studied in P7 rat cer-
ebellum by in situ hybridization using rat specific riboprobes. a-d, low mag-
nification images reveal the unique expression patterns of the mRNAs of the
various Ga,,, class members. e-h, high magnification photos of the mRNA
levels in the different cerebellar layers: oEGL, inner external granular layer
(iEGL), molecular layer (ML), Purkinje cell layer (PCL), and internal granular
layer (1GL). i-l, high magnification photos of the in situ hybridization of the
Gy, class members combined with immuno-histochemistry against the Pur-
kinje cell marker, calbindin, to further delineate the extension of each cere-
bellar layer. Only Ga; and Ga,; were significantly expressed at the oEGL were
CGNPs proliferate.

3C). It is worth noting that no additional reduction of prolifer-
ation was ever observed when two shRNA against the same
molecule were combined (data not shown). These results
strongly suggest that Shh-induced proliferation in CGNPs is
mediated by the additive effects of Gey, and Ga,;.

Ectopic Expression of Different Ge,,, Class Proteins, but Not
Ga,» Rescues Impaired Proliferation Caused by Ge/Gey
Knockdown—Although sequence analysis predicted that all
shRNAs used in the previous experiment were 100% specific for
their indicated targets, cross-reactivity with other genes cannot
be totally excluded. Thus, to demonstrate specificity, we tested
whether the anti-proliferative effects induced by Ga,/Gay,
knockdowns could be restored by co-transfecting shRNA-re-
sistant expression constructs (coding sequences with no UTRs)
of these molecules. Hence, CGNP cultures were transfected
with mixtures containing Gi2UTR2/Gi3UTR2 and constructs
to express wild-type (Fig. 44) or active forms (Fig. 4B) of the
different members of the Gy, class. Interestingly, Shh-in-
duced proliferation was rescued by both wild-type and active
forms of Ga,;, Geyyy, Gy, and Ger, but not by Ge,,. This result
was consistent with the experiments shown in Fig. 1C, where
similar levels of cell proliferation were induced by overexpress-
ing the individual members of the Ga,,, class but not with Ga .
Moreover, wild-type Ga;, did not rescue proliferation, in agree-
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FIGURE 3. Gayj; and Gey;; knockdowns significantly reduce Shh induced
CGNP proliferation. Different DNA sequences encoding shRNA, targeting
either the 3'UTR (UTR) or C5 of the different Gay, class members, were cloned
into pGHIN (a pSUPER-based GFP-expressing bicistronic vector). The number
of shRNAs designed for each G, depended on the availability of adequate
targeting motifs in the respective sequences (see “Experimental Procedures”™
for details). A, the shRNA expressing constructs were electroporated into
freshly isolated CGNPs, which were then halved and grown in a saturating
concentration of Shh (3 pg/ml) for 48 h. One culture was used to isolate mRNA
for RT-PCR analysis and the other to measure proliferation by BrdU. 8, the
targeting efficiency of each shRNA was evaluated by RT-PCR. A direct corre-
lation between targeting efficiency and proliferation reduction was observed
only for shRNAs targeting Go,; and Gayy. €, the most efficient shRNAs against
Gary; and Gy, (Gi2UTR2 and Gi3UTR2) were assayed together or in combina-
tion with Gi2CS, a low efficiency shRNA which was used as a control. The total
amount of DNA was equivalent for all transfections. Proliferation was signifi-
cantly reduced compared with empty vector when either Gi2UTR2 or
Gi3UTR2 were transfected (p < 0.01). Double transfection of Gi2UTR2 and
Gi3UTR2 significantly reduced proliferation as compared with single transfec-
tions or to doubles with Gi2C5s (p < 0.01).

ment with its anti-proliferative effect observed in Fig. 1B and
supplemental Fig. 1B. Selected images of these experiments are
shown in Fig. 4C, and a complete set of images is presented in
supplemental Fig. 3. These observations reinforce the notion
that although Ge,, class molecules display rather specific
expression patterns in the developing cerebellum, their func-
tion is interchangeable, at least, in transmitting Shh-induced
proliferation of CGNPs under our experimental conditions.
Three Gee, Members Are Distributed Differently between Base
and Shaft of Primary Cilium—Various lines of evidence have
demonstrated that the primary cilium acts as the main integra-
tion center for Shh signaling, because the majority of molecules
involved in Shh signaling have been observed in the vicinity of
the cilium. On the other hand, members of the Ge, family trans-
duce signals from a wide range of membrane receptors in addi-
tion to Smo. Thus, we studied the cellular distribution of Ge,
isoforms in the cilium and although the knockdown experi-
ments suggested the potential importance of Ga;, and Gy,
subunits, we also evaluated the expression pattern of Ga;,. To
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FIGURE 4. Expression of different Goy,, class members but not Ga,, rescues the impaired proliferation caused by Ge,/Gay;; knockdowns. Freshly
isolated CGNPs were electroporated with mixtures of cONA containing Gi2UTR2/Gi3UTR2 and constructs including wild-type (4) or active forms (8) of the
different Ga,, class members, Cells were cultured in a saturating concentration of Shh (3 pg/ml) for 48 h, and proliferation was measured by BrdU incorpora-

tion. Selected images of transfected cells are shown in C. A more complete panel of images is presented in supplemental Fig. 3.

avoid complications of cross-reactivity or nonspecific staining
observed for most of the commercial antibodies tested, we
cloned FLAG-tagged constructs for the different Ge; subunits
in pCIG, a nuclear-GFP expressing bicistronic vector that per-
mitted us to assess Ge; distribution in transfected cells. We
generated Z-stacks from confocal images of cells double-
stained with anti-FLAG and anti-adenylate cyclase 111 (ACIII), a
cilium shaft marker (11, 26). Although positive staining was
detected throughout cells transfected with the individual con-
structs, a periciliar (below and surrounding the cilium shaft)
accumulation was observed for each of the three subunits in
CGNPs. However, we observed marked differences with
respect to their expression in the cilium shaft. Ga;, was
detected at the periciliar area but never in the shaft (Fig. 54).
Although Gy, was also detected in most cells below the cilium,
low levels of this protein were detected in the cilium shaft of
some cells (see Fig. 58, which depicts two neighbor cells with
similar Ge,, periciliar expression, one of which also expresses
Gay, in the cilium shaft). Finally, Ga;; was detected mainly in
the cilium shaft rather than underneath it, where it accumulates
similarly to Smo (Fig. 5C and supplemental Fig. 4C). Thus,
although these results suggested that G ; localization could be
mediated through its binding to Smo, we did not observe the
required stable association between these two molecules (sup-
plemental Fig. 44). Moreover, Ga;, location to the cilium was
not affected by Shh deprivation, which prevents Smo accumu-
lation at the cilium (supplemental Fig. 4B), neither by the
trasnsfection of SmoM2, an active form of Smo that constitu-
tively accumulates at the cilium (supplemental Fig. 4C). To fur-
ther define the periciliar location of Ge;, we double-stained
FLAG-Ga;, transfected cells with anti-FLAG and anti-C-PKA
or anti-TGN38§, a trans-Golgi marker. We have previously
shown that C-PKA in CGNPs locates at the cilium base sur-
rounding the centrioles (11). The present results revealed that
Ga,, distributes around the area positive for anti-C-PKA, coin-
cident with the vesicles of the trans-Golgi network (supplemen-
tal Fig. 5).
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FIGURE 5. The three G, members are distributed differently between the
base and the shaft of the primary cilium. CGNP cultures were transfected
with FLAG tagged constructs of Gay,, Gey,, and Gayy subunits cloned in pCIG,
a nuclear-GFP expressing bicistronic vector that permitted us to compare the
G, distribution in similarly transfected cells. Transfection of Smo-HA was
included as a positive control. Cells were cultured for 48 h with 3 pg/ml of Shh,
fixed, and double-stained with rabbit anti-ACIII (used as a cilium marker) and
mouse anti-FLAG or anti-HA. The first column depicts images of direct GFP
fluorescence combined with phase contrast pictures, demonstrating the
transfection levels of each cell. ACIII staining was detected with anti-rabbit
Cys5 (far red 675) but has been colored green for clarity. FLAG or HA tags were
detected with anti-mouse Alexa Fluor 555 (red). The last column contains
Z-stacks generated from the confocal images.

DISCUSSION

Smio Signals through Ga Inhibitory Proteins in CGNPs—The
downstream components of Smo signaling have long been a
question of intense debate. Although its protein sequence
clearly predicts that Smo belongs to the GPCR family, the evi-
dence that this receptor uses heterotrimeric G proteins as
downstream effectors is inconclusive. Early experiments in
zebrafish embryos demonstrated that inhibition of Ga;-medi-
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ated events with pertussis toxin (PTX) produced phenotypes,
which resembled those obtained by inhibition of the Hh path-
way, suggesting a possible role for Gey; in Smo signaling (27).
Similarly, expression of human Smo in frog melonophores
caused a phenotype of persistent pigment aggregation that
could be blocked by PTX (15). However, other reports have
shown that neither PTX nor Gea; Q205L has effects on Hh-
mediated events in chicken embryos such as spinal cord pat-
terning and Gli3 processing, suggesting that G proteins may not
be required for all Hh-dependent signaling. Additionally,
silencing of a wide spectrum of G protein subunits in cultured
Drosophila cells failed to disrupt Hh signaling (28). Neverthe-
less, a more recent report has demonstrated a direct activation
of different G, class members by Smo in a reconstituted SF9
cell system (16). These authors additionally showed that, in
NIH-3T3 cells, PTX inhibits Gli-dependent luciferase activity
stimulated either by addition of Shh or the transfection of an
oncogenic form of Smo (SmoM2). Another line of evidence to
support the involvement of heterotrimeric G proteins in Smo
signaling has come from the embryonic fibroblasts of Patched-
1 knock-out mice where transcription of Hh target genes
appears to depend on Ga,-mediated signal transduction (29).
Finally, it has recently been shown that at least in Drosophila,
Smo functions as a canonical GPCR, which signals through Ge,
to regulate Hh pathway activation (18). In the present work, we
demonstrate that Shh-induced proliferation of rat CGNPs is
enhanced by recombinant expression of active forms of G,
class. Conversely, when endogenous Ge;,, proteins were
knocked down by shRNA transfection, Shh-mediated prolifer-
ation was reduced significantly. Our results agree completely
with the results obtained in Drosophila (18) and reflect the first
study to implicate Gay, proteins in a physiologic process (prolif-
eration of CGNPs) mediated by Hh activity in mammals. It is
worth noting that the signal transduction associated with the
different Hh-mediated processes, such as proliferation and pat-
terning, may have different molecular components. When
attempting to reconcile all the data mentioned above, one must
bear in mind that studies performed with PTX must be inter-
preted with caution because not all cell types can process this
toxin (23). Likewise, is important to note that, although the Ge,
Q205L mutation used in particular studies (29) extends the
period in which Ga, is active (Ge;-GTP), it is not a constitu-
tively active mutant and thus, still requires an upstream signal
for activation. Consistent with this, the data we present in Fig.
1B demonstrates that this same mutant could enhance prolif-
eration of CGNPs but only if a minimum of Shh was present in
the culture medium.

Smo Specificity among Ga,, Class Members—Relatively few
types of G proteins transduce signals from a vast number of
GPCRs. Regulating the specificity of these interactions is
important for proper signal transduction. Therefore, the recep-
tor-G protein interface must contain important information
that determines which G proteins can interact with a particular
receptor. However, although many of the contact sites that
comprise this interface have been identified, the connections
that define the coupling between receptors and specific G pro-
tein family members remain poorly defined (14). Although it is
now clear that the three components of the G protein trimer
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(o, B,y) may participate in the receptor-G protein binding, it is
still not possible to predict which class of G proteins will inter-
act with a particular GPCR (14). In the present work, we found
that all Gy, class members, but not Ga, ,, were able to mediate
Shh signaling. Similarly, Riobo and colleagues (16) demon-
strated that Smo-induced GTP loading was restricted to Gey,
class members. Kasai et al. (25), however, have reported that
Shh-induced activation of Gli in HEK-293 cells was repressed
by the inhibitors of Ga,, or Rho, a downstream effector of
Ga,.,. It is possible that Gli-dependent transcription requires
Rho activity, but our current results strongly suggest that Ge,,
is not essential for Smo activity in CGNPs, Similar to other
studies (16), we observed that the capacity to promote Shh-
induced proliferation in CGNPs was similar among the mem-
bers of the Ga,,, class. These results suggest that, at least in
terms of cell proliferation, Smo signals can be mediated by any
member of this class of G proteins when overexpressed. Alter-
natively, a GBy-dependent effect could be considered in this
way; it has been reported that the GBy complex can modulate
local cAMP production through regulating the activity of spe-
cific AC isoforms (30). Nevertheless, the fact that proliferation
was increased by the active forms of the Ge,,, class and not by
the wild-type molecules and that GTPase-deficient Gay,
mutants decrease Gf/y turnover instead of augmenting it,
strongly suggests that the lack of specificity can be a direct con-
sequence of the overexpression itself. On the other hand, only
the silencing of Ga,, and/or Ga, significantly impaired prolif-
eration, indicating that, although all class members can mediate
Smo-dependent proliferation, only Ga;, and G, are
expressed appropriately for the transduction of Shh prolifera-
tion signals in CGNPs. These results are consistent with the
mRNA expression patterns of the Ga; ,, members in the devel-
oping cerebellum (Fig. 2); only Gey; and Gay; were expressed at
the oEGL where the CGNPs proliferate.

Ga, Subcellular Distribution and Function—Local regulation
of cAMP production at the primary cilium may function as a
key event in Shh signal transduction (11, 31). Recently, we have
demonstrated that the activity of PKA, which accumulated at
the cilium base, was directly regulated by Shh signaling (11).
Therefore, we hypothesized that cAMP production at the cil-
ium may be locally controlled by Smo. Consistent with this,
high levels of ACIII were detected in the cilium shatt, although
participation of this specific isoform of AC in Shh signaling has
not yet been established. According to this working hypothesis,
signal transduction from Smo to AC would require Ga; in the
cilium. With the present study, we now show that Gey;, clearly
accumulates in the cilium shaft of rat CGNPs. In addition,
knockdown of Ga,; reduced more potently the Shh-induced
proliferation of CGNPs as compared with the knockdowns of
the other Gey, proteins. Moreover, a direct correlation between
distribution to the cilium and impaired proliferation could be
observed, suggesting that the localization of Ge, proteins to the
cilium is a requirement for their participation in Shh signal
transduction. On the other hand, we have also observed that the
constitutive mutants of Ge;, and Gay,, increased cell prolifera-
tion to the same extent as Ga;, although Ga,, and Gy, were
detected predominantly at the cilium base rather than in the
shaft. Additionally, the knockdown experiments of Fig. 4 clearly
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demonstrate that reduction of both Ga,, and Ga,, expression
has an additive effect on Smo signal transduction, although
Gay, was localized mainly out of the cilium shaft. These results,
along with the surprising antiproliferative activity demon-
strated by the wild-type G, suggest a more complex mecha-
nism than simple regulation by distribution to the cilium. It was
recently demonstrated that the control Smo entrance into the
cilium is a rather a complicated mechanism (32) that depends
on a Septin diffusion barrier at the cilium base (33); however, a
participation of Gey, on ciliar Smo location seems not to occur
because we have observed it to be independent of Ga, signaling
(supplemental Fig. 4D). Proper anterograde and retrograde
intraflagellar transport are both required for cilium formation,
maintenance, and signaling of cilium-dependent pathways (34).
Likewise, vesicular traffic from the trans-Golgi network to the
cilium has been considered as the main source of proteins
entering the cilium (35). Conversely, Milenkovic et al. (32),
using innovative SNAP-tag technology, have recently demon-
strated that at least for Smo, lateral diffusion and local recycling
are the main sources of Smo entering the cilium upon Shh stim-
ulation. In agreement with this study, the expression of a dom-
inant negative form of the Rab23, a small GTPase previously
implicated in vesicular traffic, caused a significant decrease of
Smo recycling pathway when measured by fluorescence recov-
ery after photobleaching of cilium yellow fluorescent protein-
SmoAl (36). Consequently, the cilium shaft and base should
not be considered as separate compartments but rather as a
continuous conveyor belt where the different signaling mole-
cules cycle and interact with each other in a dynamic manner.
Thus, Ge, at the cilium base could interact with the Smo exiting
the cilium, thereby inhibiting the ACIII pool in the lower part of
the shaft. This proposed model could explain the fact that,
although the active form of Ge,, was detected mainly out of the
cilium shaft, it still mediated Shh-induced proliferation activity
in CGNPs. Interestingly, Gy, has also been reported to control
microtubule dynamics through an AC-independent mecha-
nism (37). Thus, although the experiments mentioned in Intro-
duction clearly indicate that control of AC is the main task
performed by Ge, in Shh signaling, AC-independent activities
cannot be excluded for the different Gy, proteins. Due to the
complexities of the system, which cannot be captured by static
methods, a complete understanding of the details of Smo signal
transduction mechanisms will require simultaneous real-time
recordings of Smo, ACIII, and the different Ga,.
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SONIC HEDGEHOG INDUCED PROLIFERATION REQUIRES SPECIFIC
G-ALPHA-INHIBITORY PROTEINS
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LEGENDS FOR SUPPLEMENTARY FIGURES

Supplementary Fig 1. (A) Shh-induced proliferation of CGNPs is strongly enhanced by the active forms
of members of the Gai/o class. CGNPs cells were plated in a saturating concentration of Shh (3 pg/ml)
and transfected with different active mutant forms of Ga cloned into pCIG. a nuclear GFP expressing
bicistronic vector. After 24 hours, cells were washed, treated for 48 additional hours with the indicated
amounts of Shh, and proliferation was analyzed through H3-Thymidin incorporation. (B) Effect of
different wild-type Gao. proteins expression on Shh induced proliferation. CGNPs cultures treated as
above, were transfected with different wild type G proteins and 48 h later proliferation measured by
BrdU incorporation. (C) CGNPs cultures were transfected with either empty vector (pGHIN), or pGHIN
expressing shRNAs directed against Gai2 and Gai3 (Gi2UTR2 and Gi3UTR2). The proliferation induced
by different amounts of Shh was measured 48 later by H3-Thymidin incorporation.

Supplementary Fig 2. Representative images of cells transfected with GilUTR3, Gi2UTR2 or Gi3UTR3.
Representative photos of cells transfected with the most efficient shRNA constructs for Gail, Gai2 or
Gai3. The shRNA expressing constructs were electroporated into freshly isolated CGNPs, grown in a
saturating concentration of Shh (3 pg/ml) for 48h and the proliferation measured by BrDu incorporation.

Supplementary Fig 3. Representative photos of rescue of proliferation in cells transfected with
Gi2UTR2/Gi3UTR3. Freshly isolated CGNPs were electroporated with vectors containing
Goi2UTR2/Gai3UTR2 and constructs expressing the active forms of the different Gai class members.
Cells were cultured in a saturating concentration of Shh (3 pg/ml) for 48h and proliferation measured by
BrdU incorporation..

Supplementary Fig 4. (A) Association between Smo and Gais was studied through  co-
immunoprecipitation assay as previously described (38). Fresh isolated CGNPs were electroporated with
pCIG vectors expressing either SmoM2-HA and/or different Gais-FLAG. Cells were cultured with Shh
for 48h, lysated in a non denaturing buffer and immunoprecipitated with anti-HA or anti-FLAG
antibodies. Western blots developed with these same antibodies failed to show an association between
Smo and Gai. (B) Ciliar location of Gai3 was not affected by Shh deprivation. CGNPs were transfected
with Gai3QL-FLAG, grown for 48 and Shh starved or not 4h prior fixation. Cilium position and
Gai3QL-FLAG were revealed with anti-ACIII (adenylate cyclase 111) and anti-FLAG respectively (white
arrows). (C) Ciliar location of Gai3QL-FLAG was not affected by SmoM2 co-expression. Freshly
isolated CGNPs were electroporated with Gai2QL-FLAG or Gai3QL-FLAG and a 5x excess of either
empty vector or SmoM2. Percentage of transfected cells showing either ciliar or non ciliar Goi2QL-
FLAG or Gui3QL-FLAG were counted in each case. (D) Smo location at the cilium is not affected by
Gai2/Gai3 depletion. CGNPs were electroporated with SmoM2-HA and a 5X excess of either empty
vector (pGHIN), or pGHIN expressing shRNAs directed against Gai2 and Gai3 (Gi2UTR2 and
Gi3UTR2). SmoM2 and cilium were developed by anti-HA and anti-Acetylated Tubulin staining
respectively.

Supplementary Fig 5. Gail accumulates in the trans-golgi network. CGNPs were transfected with FLAG-
Gail and then double-stained with anti-FLAG and anti-ACIII (adenylate cyclase III) or anti-C-PKA
(PKA catalytic sub-unit) or anti-TGN38 (a trans-golgi marker). We had previously shown that C-PKA in
CGNPs locates at the cilium base surrounding the centrioles. We now observe that Gail distributes
around the area positive for C-PKA, coincident with the vesicles of the trans-golgi network.
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Supplementary Table 1

RNAi NAME TARGETED SEQUENCE GENE
Gai1 UTR1 5’aaggacctttcgagaaggce 3’ Gnai1
Gai1 UTR2 5’aagatggtcctggagtgtg 3’ Gnai1
Gai1 UTR3 5’aatgtcaacccccttaccc 3’ Gnai1
Gai1 UTR4 5’aacccccttaccctgatte 3’ Gnai1
Gai1 CS 5’aaggcggccgtggagegea 3’ Gnai1
Gai2 UTR1 5 aagccctgggeccaggete 3’ Gnai2
Gai2 UTR2 5 aaccgccgetgectgetga 3’ Gnai2
Gai2 UTR3 5’aatctaggaaccgccgcetg 3’ Gnai2
Gai2 UTR4 5’aagcccacctgctcattct 3’ Gnai2
Gai2 CS 5’aagatcacacagagccccc 3’ Gnai2
Gai3 UTR1 5’aagtcgaggtgctgcattc 3’ Gnai3
Gai3 UTR2 5’aactgctcttgggtacagac 3’ Gnai3
Gai3 UTR3 5’aagcagtgacttgctgctac 3’ Gnai3
GaO UTR1 5’aagcccctgtctaacctac 3’ GnaO
GaO UTR2 5’aacctacgaccccagagtg 3’ GnaO

Example showing the primer set used to clone Gail UTR1 into HindIII/BgllI sites of pSHIN.

HindlII

Targeted sequence Loop

R.C. of targeted sequence

5'GATCCCC AAGGACCTTTCGAGAAGGC TTCAAGAGA GCCTTCTCGAAAGGTCCTT

3'GGG TTCCTGGAAAGCTCTTCCG AAGTTCTCT CGGAAGAGCTTTCCAGGAA »

Bglll
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DISCUSION GENERAL

Senalizacion de Smoothened
a través de proteinas Ga
inhibitorias

Desde
descripcion de su estructura se predijo

el descubrimiento de Smo y la

que pertenecia a la familia de GPCR. Sin
embargo, los resultados que demuestran
que las proteinas G son las efectoras de su
seflalizacion hasta el momento han sido
dispares en los vertebrados (Alcedo et al.,
1996; Van den Heuvel et al., 1996). Como
he mencionado en la introduccion, la primera
evidencia que indico una posible implicacion
de las Gais en la transduccion de la sefial de
Smo resultd del analisis del fenotipo causado
por la toxina pertasica (PTX) en el pez zebra,
que era similar al producido por la inhibiciéon
de la via de Hh (Hammerschmidt et al., 1998).
Posteriormente, en melanéforos de rana se
demostrd la capacidad de Smo de inducir
la agregacion de melatonina, mecanismo
conocido por ser mediado por Gais y que
pudo ser bloqueado mediante PTX (DeCamp
etal., 2000). La activacion directa de Gais por
parte de Smo se demostré mediante ensayos
de carga de P3?-y-GTP en células de mariposa
Sf9. En este estudio se determind también
que la PTX podia inhibir a la actividad de
una luciferasa dependiente de Gli en la linea
celular NIH3T3, estimulada tanto por Shh
como por la transfeccion de SmoM2 (una
molécula de Smo con una mutacion que
resulta oncogénica). La delecion de la porcion
carboxi-terminal intracelular de Smo impidid
que la molécula activase a una luciferasa
dependiente de Gli sin evitar que cargase el
GTP en las Gais. A partir de este resultado,
los autores propusieron que Smo transduce la
seflal por dos mecanismos independientes: uno
asociado a Gais y otro (desconocido) a través
de su fragmento carboxi-terminal (Riobo
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et al., 2006b). Mediante el uso de PTX otro
grupo llegd a una conclusion similar ya que
consiguid inhibir parcialmente la activacion
del reportero de Gli mediada por SmoM2
en estas mismas células. En MEFs mutantes
para Patched-1 (Ptchi-/-), la toxina también
logréd reprimir la transcripcion de los genes
diana inducida por la activacion ectopica de
Hh. No obstante, tanto con la PTX como con
la transfeccion de una subunidad GaiQ205L
(constitutivamente activa) obtuvieron un
leve efecto en el procesamiento de Gli3 o en
el patterning del tubo de pollo en desarrollo
mediado por Hh (Low et al, 2008). En
Drosophila  melanogaster, en cambio,
aunque en un primer estudio (mediante el
silenciamiento de las diferentes subunidades
de proteinas G) se rechazo la implicacion
de la Gai en la via de Hh, recientemente
se demostré que Smo funciona como un
GPCR que requiere de Gais para regular
muchos de los eventos del desarrollo en los
que Hh participa. La implicacion directa de
las proteinas Gais en procesos fisioldgicos
mediados por Shh quedaba, por lo tanto,
pendiente de ser evaluada en los vertebrados.

En el
tesis

segundo estudio de la presente
demostramos que
progenitores

la proliferacion
de los neuronales de las
células granulares de cerebelo de rata
(PNGCs), significativamente

con la sobreexpresion de formas activas

aumenta

de los miembros de la clase de Gai/o en
presencia de concentraciones bajas de Shh
(y que por si mismas no son proliferativas).
Demostramos también que el silenciamiento
de Gai2 y Gai3 (las dos subunidades de Gais
que se mas expresan en la capa granular
externa del cerebelo en desarrollo), reduce
significativamente la proliferacion de cultivos
de PNGCs en presencia de Shh. Nuestro
resultado concuerda, por lo tanto, con el



estudio realizado en Drosophila melanogaster
y es el primero en implicar a las Gais en un
proceso fisioldgico mediado por la actividad
de Hh en células de mamiferos.

Vale la pena mencionar que los diferentes
procesos asociados a la sefializacion mediada
por Hh (como la proliferacion y el patterning)
pueden
componentes moleculares de la via de Hh y

estar mediados por diferentes
quizas por ello no se obtuvieron los efectos
esperados en el tubo neural de pollo en
desarrollo (Low etal., 2008). Los resultados de
los estudios obtenidos con PTX mencionados
deben ser interpretados con cautela, ya que
hay que tener en cuenta que no todos los tipos
celulares son capaces de procesar a la toxina
y, en consecuencia, no en todos los casos la
Gai se ribosila de manera efectiva (Riobo et
al., 2007).

Un detalle a destacar es que muchos de
los resultados obtenidos en vertebrados se
realizaron con anterioridad al descubrimiento
de la implicacion del cilio primario en la via
de Shh, o sin tener en cuenta esta estructura.
El cilio primario es necesario para que Smo
transmita lasefial y paraqueactive alos factores
de transcripcion Gli2 y Gli3, acumulados en su
punta (Haycraft et al., 2005). Si al eliminar la
cola intracelular de Smo se estuviera afectando
su trafico al compartimento ciliar, podria ser
que se estuviera impidiendo la activacion de
los factores de transcripcion Gli2 y Gli3 alli
acumulados sin evitar, en cambio, la activacion
de las Gais en otras zonas de la célula (Riobo
et al., 2006b). Seria interesante, por lo tanto,
determinar si la fraccion carboxi-terminal de
Smo es necesaria para la localizaciéon de Smo
en el cilio primario.

Por otro lado, el efecto de potenciacidon
de la proliferacion que obtenemos con la
sobreexpresion de Gais constitutivamente
activas so6lo lo observamos en presencia de

concentraciones bajas de Sh. Este resultado
indica que, aunque estas moléculas son
incapaces de hidrolizar el GTP, requieren
ser activadas por un receptor para transducir
la sefial. Este hecho podria explicar también
por qué en el estudio anterior realizado en el
tubo neural (en el que se utilizaron las mismas
moléculas mutantes) no obtuvieron resultados
similares (Low et al., 2008). No obstante,
el hecho de que hayamos realizado estos
experimentos en presencia de Shh sigue sin
descartar que, aunque a estas bajas dosis de
ligando no se pueda inducir la proliferacion
(por una incapacidad de inhibir a PKA de
manera eficiente), se estén activando otras
vias que complementen a la activacion de
Gais. Una candidata a mencionar es la via de
la PI3K ya que se demostré que esta quinasa
se encarga de estabilizar a los factores de
transcripcidon Glil, Gli2 y Gli3 en presencia
del Shh (Riobo et al., 2006a). La via de la
PI3K-AKT es activable por el complejo
GPy, al que de momento no se le ha atribuido
ninguno de los efectos en la via de Hh. Debido
a la alta expresion de las subunidades de la
clase Gai/o, al ser activadas por un receptor se
suelen liberar altas cantidades de complejos
GBy (Clapham et al., 1997). Podria ser que,
a concentraciones bajas de Shh se estén
activando parcialmente las Gais endogenas y
que se liberen, por lo tanto, ciertas cantidades
de complejo Gy suficientes como para
activar a la via de PI3K, que estabilizaria a los
factores de transcripcion Gli2 y Gli3.

Especificidad de Smo por
miembros de la familia Gai/o

Como he mencionado en la introduccion, el

numero de clases de proteinas G que median
la sefializacion de los receptores acoplados a
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proteinas G es relativamente bajo comparado
con la cantidad de receptores descritos hasta
el momento. Aunque muchos de los sitios de
interaccion entre las Ga con los receptores
se empiezan a conocer, es casi imposible
predecir, a partir de la estructura de un GPCR,
con qué subunidad interaccionara (Oldham et
al., 2008). Como suele ocurrir con la mayoria
de los GPCR, éstos no suelen limitarse a
interaccionar con una Unica tipo de subunidad,
si no que pueden activar a mas de un tipo
dentro de la misma o dentro de diferentes
clases (Haycraft et al., 2005; Wettschureck et
al., 2005). Ademas de su estructura, uno de
los factores que limitan la interaccidon entre
un GPCR y las proteinas G es la expresion
restrictiva de estas ultimas en los diferentes
tejidos (Haycraft et al., 2005; Malbon, 2005).
El hecho de que la Gai2 y la Gai3 sean las que
mas se expresan en el cerebelo en desarrollo,
junto con el efecto sinérgico que observamos
en la bajada de la proliferacion de PNGCs
mediante el silenciamiento de ambas, indica
que la sefializacion de Smo en estas células
tiene lugar por la activacion de estas dos
subunidades al tiempo. No obstante, con
la sobreexpresion de Gail y Goo, los dos
miembros que muestran una menor o casi
ausente expresion en la capa granular externa
del cerebelo en desarrollo, demostramos que
Smo es capaz de inducir la proliferacion
mediante la activacion a cualquiera de los
miembros de la clase Gai/o.

Este resultado se podria explicarse por la
alta cantidad de moléculas que se producen
mediante la sobreexpression y por la similitud
estructural entre todos los miembros de la
clase las subunidades Gaois. De hecho, los
estudios con ratones mutantes que carecen
de subunidades de esta clase indican que las
moléculas tienen funciones solapantes. El
fenotipo mas grave se obtiene por la deficiencia
de Goai2, que es muy ubicua. La viabilidad
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de los ratones se atribuye a la redundancia
en actividad por parte de las subunidades
Gail y Gai3, que se expresan ampliamente
en la mayoria de los tejidos (Moxham et al.,
1993). Una deficiencia en Gail o Gai3 no
posee ningun fenotipo obvio mientras que
una eliminacion de ambas causa letalidad
embrionaria (Wettschureck et al., 2004).

En este trabajo demostramos que Smo no
transduce la seflal mediante la activacion
de las subunidades de la clase Gal2-13 de
proteinas G, mecanismo que se habia descrito
anteriormente. La sobreexpresion de la
molécula de Gal2 constitutivamente activa
no posee ningun efecto en la proliferacion de
PNGCs inducida por Shh. El efecto sobre la
activacion de los sitios de Gli que el grupo de
Kasai et al. observa con Gal2 en las células
HEK-293 pudo reprimirse por inhibidores de
Gal2 o Rho, un efector de esta subunidad
(Kasaietal.,2004). Podria ser que la activacion
de la transcripcion genética de Gli en este tipo
celular esté mediada por la actividad de Rho,
pero nuestros experimentos demuestran que,
al menos en PNGCs, la activacion de Gal2
no es esencial para el proceso de proliferacion
mediada por Shh. Estos
descartan, en cambio, una implicacion de
estas subunidades en procesos mediados por
Shh independientes de la transcripcion (como
lo son la movilidad y la morfologia celular) o
formas adicionales de quimioatraccion (como,
por ejemplo, la guia en el crecimiento del
axon). Las reglas que median el proceso de

resultados no

crecimiento del axon suelen seguir una serie
de eventos citoplasmaticos que normalmente
convergen en AMPc. En las neuronas, niveles
elevados de AMPc inducen la extension del
cono de crecimiento mientras que niveles
bajos estan asociados a la inhibicién y a la
retraccion de los movimientos del mismo. En
raton, a partir de modelos in vivo e in vitro con



explantes de espina dorsal se demostro que el
Shh producido en la notocorda es necesario
para el crecimiento del axon (Charron et
al., 2003). De manera similar, a bajas dosis
de N-Shh purificado (0.5 pg/ml) las células
ganglionares de la retina responden con un
crecimiento del axén (Kolpak et al., 2005).
En estas mismas células, otro grupo demostro
que, a mayores concentraciones de ligando
(2.5ug/ul), el N-Shh induce la retraccion del
cono de crecimiento y un incremento en el
tamafio del arbol dendritico (Trousse et al.,
2001). Este ultimo proceso se conoce por ser
dependiente de Ga12 y por tener lugar a través
de la activacion de la quinasa Rho (Buhl et al.,
1995). Por lo tanto, esta clase de proteinas G
podria estar implicada en una serie de procesos
fisiologicos distintos a la proliferacion.

Regulacion de la senal de AMPc
mediada por Shh en el entorno
del cilio primario

Ya citado en la introduccion, la inhibicion
de la PKA tiene un potente efecto sobre la
sefializacion de Shh. En el ratén mutante que
contiene la subunidad Rla (que es insensible
a la activacion por AMPc) los animales
presentan defectos por una ganancia de
funcién de la via de Shh (Epstein et al., 1996).
La sobreexpresion de esta misma molécula en
cultivos de PNGCs induce la proliferacion de
las células en ausencia de Shh. Observamos
ademas que el DBA no puede de incrementar
los niveles nucleares de P-CREB en las
células transfectadas con este mutante. Estos
resultados sugieren que la represion de la PKA
y, por lo tanto, la inhibicion de la produccion
de AMPc es un requisito para que la via se
active correctamente.

Dos estudios previos al nuestro demostraron

que Smo podia inducir una bajada en Ia
concentracion celular de AMPc. Uno de
ellos se realizd en melanéforos de rana, que
en un inicio no respondieron con una bajada
de AMPc por la estimulacion directa con
el ligando, seguramente debido a una baja
expresion del receptor Ptch. Al sobreexpresar
Smo, en cambio, los niveles del segundo
mensajero
probablemente por la alta expresion de Gais
que poseen estas células. El segundo estudio
se realizd en células ganglionares de retina
y el AMPc fue detectado con un anticuerpo
por inmunocitoquimica (DeCamp et al., 2000;
Trousse et al., 2001). El analisis de los niveles
de AMPc en PNGCs, sin embargo, demuestra
que Shh no puede regular los niveles totales

bajaron  significativamente,

de la célula. Este resultado concuerda con el
del estudio realizado previamente pot Murone
et al. en células C3H10T1/2, que también
responden a Shh. Los autores no lograron
observar cambios en los niveles totales de
AMPc en presencia de N-Shh (Murone et al.,
1999).

El inicio de la sefializacion de la via de Shh de
vertebrados en el cilio primario y la tendencia
de PKA alocalizarse en zonas especificas de la
célula (y de responder, por lo tanto, a cambios
discretos de AMPc producidos en su entorno),
nos llevo a analizar la localizacion subcelular
de PKA y su relacion con este compartimento.
En el primer articulo de la presente tesis
demostramos que PKA se acumula en la
base del cilio primario y que su actividad
estd regulada por Shh ya que, en ausencia del
ligando, la PKA se activa y se dispersa. Los
cambios en los niveles de AMPc mediados por
Shh parecen estar regulados, por lo tanto, en
el entorno del cilio primario. Esta hipotesis
explicaria por qué no pudimos detectar una
bajada en los niveles totales de AMPc mediada
por Shh (Milenkovic et al., 2010).
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Si los niveles de AMPc se regulan de forma
local, las ACs responsables de la produccion
de AMPc deberian localizarse en zonas de
membrana cercanas a PKA (como el bolsillo
ciliar, en la base del cilio) o en el propio
organulo. Desde alli, el segundo mensajero
podria difundir hacia la base del cilio y activar
a PKA. Seria interesante determinar qué
isoforma de AC esta siendo inhibida por parte
de Gais cuando la via esta activa y donde se
localiza. Los resultados obtenidos sobre la
localizacion de las Gais mas abundantes en
los progenitores del cerebelo en desarrollo
podrian estar ddndonos una pistade donde tiene
lugar este fendmeno. La localizacion ciliar
de la Gai3 indica que, muy probablemente,
su activacion por parte de Smo (también
ciliar) tenga lugar en este compartimento.
Seria interesante determinar por qué esta
subunidad, y no las demads, se acumula en el
cilio primario y si alguna molécula participa
en esta localizacion. Aunque nosotros no
observamos que Shh regule la localizacion de
Gai3 enel cilio, un par de candidatos a estudiar
en este ultimo proceso son Kif7 y Kif27, los
dos homologos del gen Cos2 de Drosophila
melanogaster. Cos2 es la molécula encargada
de reclutar los componentes de la via de Hh.
Recientemente, se ha demostrado que la Gai
puede unirse a Cos2 y que, al activarse por Hh
puede promover una leve bajada en los niveles
de AMPc totales (Ogden et al., 2008).

Al analizar la localizacion de Goil y Gai2 ,
observamos que la Gail se acumula en la base
delcilioyestaausenteensuporcionextracelular.
La Gai2, en cambio, puede ir a cilio pero en
menor proporcion que la subunidad Gai3, y
esta acumulacion tampoco es regulable por
Shh. La sobreexpresion de Gail y Gai2 en
PNGCs puede inducir la proliferacion en
presencia de bajas concentraciones de Shh de
la misma manera que lo hace la Gai3. Estos
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resultados sugieren que, dependiendo de qué
subunidad se trate, Smo es capaz de activarala
familia de las Gais no solo en el cilio primario
sino también en la base del mismo. El efecto
sinérgico sobre la proliferacion que poseen
los silenciamientos de Gai3 y Gai2 al tiempo
(las dos subunidades que mas se expresan
en el cerebelo en desarrollo) demuestra que,
al menos en PNGCs, estas dos subunidades
estan mediando la sefializacidon de Shh.

Como se ha descrito recientemente, en
presencia de Shh hay un recambio y reciclaje
constante de Smo en el cilio, que es donde
se activa (Milenkovic et al., 2009). Una
posibilidad es que, una vez en el cilio, el Smo
activo transduzca la sefial a través de la Gai3
y que, en su regreso a la base, active a la Gai2
alli localizada. Para demostrar donde tiene
lugar la activacion de cada subunidad tendrian
que poder diferenciarse las formas activas de
las formas no activas de Gai (unidas a GTP
y GDP, repectivamente). Para ello, se podria
utilizar el anticuerpo comercial que detecta a
las formas enddgenas activas de proteinas G
(NewEast Biosciences). No obstante, hasta el
momento no se ha publicado ningun articulo
en el que éste se ultilice.

Sea cudl sea el lugar concreto de activacion
de las Gais por parte de Smo, la finalidad de
estas moléculas es la de mantener inhibida a
la PKA acumulada en la base del cilio. Para
realizar esta funcion, deben sostenerse bajos
los niveles de AMPc en esta zona. Las Gais,
estan mediando, por lo tanto, la inhibicion
de una o de varias ACs. Las candidatas de
esta familia mas atractivas a estudiar son la
ACIV, ACVI, ACVIII y la ACIIL Las tres
primeras se encuentran presentes en los cilios
primarios de las células del conducto biliar
y estan reguladas por estimulos quimicos
como el ADP y ATP (a través de receptores
purinérgicos). De éstas, la mas atractiva a ser
estudiada es la ACIII, ya que observamos que



se acumula en los cilios primarios de PNCGs.
Esta isoforma se acumula también en el cilio
primario de las células del hipocampo (en cuyo
desarrollo también esta implicada la via de
Shh) (Berbari et al., 2007; Bishop et al., 2007;
Han et al., 2008; Masyuk et al., 2008).
Sinembargo,detodasestasisoformasdetectadas
en cilios primarios, la unica a que responde a
la inhibicién por las subunidades Guais es la
ACIV. Recientemente se ha demostrado que,
al igual que las isoformas de ACI y ACVIII,
la ACIII puede ser inhibidas por el complejo
GPy de proteinas G. Las ACII, ACIV y ACVII
resultan, en cambio, activadas por este dimero
y por la subunidad Gas (Diel et al., 2006;
Linder, 2006). El estudio de la implicacion
del dimero Gy en la via de Shh resulta cada
vez mas interesante de analizar. En los tltimos
afios se ha demostrado que estas subunidades
juegan importantes papeles en el desarrollo
de C.elegans y de Drosophila melanogaster
como, por ejemplo, la division asimétrica. En
neuroblastos de mosca, la inhibicién de Gy, Gf3
o Ga, impide la orientacion del huso mitoético
y la separacion del centrosoma (Gotta et al.,
2001; Izumi et al., 2004).

Como he mencionado anteriormente, la
activacion de la clase Gai/o hace que se liberen
altas cantidades de complejos GPy ya que esta
clase de proteinas G se encuentra ampliamente
expresadas (Clapham et al., 1997). Teniendo en
cuenta que la expresion en la CGE del cerebelo
de estas subunidades es bastante alta, seria
poco probable que la ACIV y la ACVII sean
las isoformas implicadas en la sefializacion de
Shh, ya que, ni responden a una inhibicién por
Gais ni por la del complejo GBy (Linder, 2006).
Las isoformas ACI, ACV y ACVI, en cambio,
son mas ambiguas ya que estdn sujetas a un
control mediado por diferentes vias: pueden
ser reguladas tanto por el complejo Gy como
por las subunidades de las clases Gas y/o Gais
de proteinas G.

No podemos descartar, por otro lado, que
las ACs acumuladas en el cilio primario
estén implicadas en otras funciones ciliares
independientes de PKA. La acumulacion
de ACIII en PNGCs podria estar jugando
también algun papel en la remodelacion cilio
ya que se ha demostrado que su inhibicién
induce la elongancion del axonema ciliar (Ou
et al., 2009).

Otro dato interesante a destacar es que la
PKA es capaz de crear un loop de regulacion
negativa inhibiendo a las ACVy ACVI. (Chen
etal., 1997; Iwamietal., 1995). LaACVIno se
acumula en cilio pero podria estar haciéndolo
en su base, proxima a PKA (Masyuk et al.,
2008). Al ser proteinas de membrana seria
mas acertado predecir su localizacion en el
collar ciliar, el entramado formado por fibras
y membrana.

La sefalizacion mediada por Shh a través de
Gais (y de sus correspondientes complejos Gy
liberados) podria dar lugar o bien a la represion
de una unica isoforma de AC, o bien a la
inhibicion de varias isoformas de esta familia,
que podrian situarse tanto en el cilio y comoen
la base del mismo. Si esto ultimo se diera, el
conjunto de estas inhibiciones convergeria en
el control de los niveles de AMPc en donde
se localiza la PKA: la base del cilio. Pero el
control local de la produccion de AMPc por
parte de Shh podria darse por la inhibicion de
una unica isoforma de AC. En el caso de que
ésta se localizara en el cilio primario, deberia
estar sometida a un constante movimiento
de entrada y salida del compartimento ciliar
para poder ser interaccionar, en su retorno
a la base, con las Gai alli localizadas. Esta
seria la unica manera de explicar nuestro
resultado con Gail, y en menor grado de
Goai2. La otra opcion es que esta tnica AC
se localizase en la base del cilio. En este caso
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deberia ser la Gai3 (activada en el cilio) la
que esté sometida a un constante movimiento
hacia la base para reprimirla. Si es que existe
un trafico de Gai3, nosotros demostramos
que éste no es dependiente de Shh, ya que no
observamos una cambio en la localizacion de
Gai3 ni en ausencia de ligando ni en presencia
de SmoM2.

Implicacion de las AKAPs en la
localizacion de PKA en la base
del cilio primario

La presencia de la subunidad RII de PKA en
la region del centrosoma durante la mitosis
se habia fue descrita previamente. Durante la
interfase del ciclo celular, en cambio, la PKA
fue observada por otro grupo en el aparato de
Golgi (De Camilli et al., 1986; Nigg et al.,
1985). Durante la fase G1 (interfase) el cilio
primario emerge a partir del centriolo madre.
La combinacion de técnicas de microscopia
electronica y de tinciones de la subunidad
RII permitio determinar la localizacion mas
precisa de PKA. Asi, se observd que PKA
se localiza en los centrosomas de células del
epitelio ependimal en mitosis y en la base
del flagelo de las mismas en células en fase
Go. En estas ultimas, los autores también
asumieron que se situaba en el aparato de
Golgi. Propusieron que la PKA se acumulaba
en los centros organizadores de microttibulos,
pero en ningiin moemento lo relacionaron con
el ya conocido proceso de formacion del cilio
primario descrito por Sorokin a partir de una
vesicula de Golgi (De Camilli et al., 1986;
Sorokin, 1968a).

Algunos ensayos realizados in vitro en cilios
y flagelos moviles demostraron, de manera
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indirecta mediante la estimulacion de PKA con
analogos de AMPc, lapresencia de actividad de
PKA en el axonema. Sin embargo, en ninguno
de estos estudios demuestra una localizacion
de C-PKA en estas estructras (Hasegawa et
al., 1987; Howard et al., 1994; San Agustin
et al., 1994). Se ha descrito que la PKA esta
implicada en el movimiento de batida de
cilios moviles y de flagelos por regulacion de
la actividad de las dineinas motoras. No se se
puede descartar, por lo tanto, la posibilidad de
que esta enzima se acumule en el axonema de
cilios y flagelos moviles presentes en algunos
tipos celulares. Un unico estudio (realizado
en células del conducto biliar) muestra que las
subunidades de PKA RlIla la RIP se localizan
con el cilio primario. Las imagenes de estas
inmunocitoquimicas (a diferencia de las que
muestran sobre la localizacion de ACs) no
son muy claras. Los autores no realizan una
reconstruccion en “z” de las series confocales
para determinar si es en la base o la porcion
extracelular donde se localiza la PKA. Como
ocurre en nuestro caso, en algunas fotos los
cilios se ven orientados hacia fuera y en otros
plegados hacia el interior de la célula, encima
de la base del cilio (Masyuk et al., 2008).

En el primer trabajo de la presente tesis
observamos que la subunidad cataliticade PKA
(C-PKA) se localiza debajo del cilio primario
y no en su porcion extracelular. Denominamos
a esta zona “base del cilio primario”, ya que la
C-PKA no colocaliza con el centriolo madre
o cuerpo basal del mismo, del cual hay que
diferenciarla. Observamos que este pool de
C-PKA se encuentra rodeado de vesiculas
Cysy Trans de Golgi pero que, a diferencia de
los estudios mencionados anteriormente, no
colocaliza con estas estructuras. Observamos
que la acumulacion de C-PKA en células que
se encuentran en otras fases del ciclo (como
anafase o telofase) es muy baja.



Determinamos que la responsable de la
localizacion de C-PKA en la base del cilio
es la subunidad RII y no RI de PKA, que se
encuentra dispersa por en el citoplasma.

Lalocalizacion especificade PK A endiferentes
compartimentos por su union a AKAPs es
uno de los fendmenos mas estudiados de la
sefalizacion de esta enzima. La delecion que
impide que la subunidad RII dimerize y se
ancle a las AKAPs (RIIA1-50) muestra una
localizacion citoplasmatica de la subunidad
reguladora, resultado que demuestra que la
acumulacion de PKA se realiza por interaccion
de las subunidades RII a AKAPs. Observamos
también que tanto esta mutacion como el Ht31
(que provoca la disrupciéon de la unidn entre
subunidades R y AKAPS) tienen un potente
efecto en la disminucion de la proliferacion.
Este péptido, aunque posee mayor afinidad
por RII, puede también inhibir la interaccion
entre AKAPs y RI. Existen otros péptidos de
nueva generacion que permitirian estudiar
mas especificamente la union de las AKAPs
con la RII (como el AKAP-IS, SuperAKAP-
IS) y otros que inhiben tinicamente la union de
AKAPs a RI (como RIAD)(Gold et al., 20006).
Seria interesante comparar los diferentes
inhibidores para determinar si la disrupcion
de launion de RI a una AKAP tiene algun otro
efecto en la via de Shh.

En cuanto a qué compartimento se esta
uniendo la PKA en las PNGCs, nosotros
observamos que, en células quiescentes, la
PKA se encuentra muy proxima al centrosoma
pero sin colocalizar con él. La asociacion de
la RII con AKAPs centrosomales se habia
determinado previamente tanto en células
quiescentes como en mitoticas (Keryer et al.,
1993; Schmidt et al., 1999). Ciertas variantes
de splicing de AKAP450/350 tienen regiones
con capacidad para unirse a los centriolos.

Algunas de éstas se localizaron también en el
Aparato de Golgi y, en su fraccion C-terminal,
se identificaron sitios de union para esta
estructura. Se determind que, dependiendo
del tipo celular en el que se expresen, estas
AKAPs tienen capacidad para dirigirse a un
compartimento o a otro (Gillingham et al.,
2000; McConnachie et al., 2006; Shanks et
al., 2002). Por su estrecha proximidad con los
centriolos y el aparato de Golgi, esta AKAP es
una de las AKAPs mas interesantes a estudiar
a la hora de evaluar qué miembro de esta
familia esta implicado en la localizacion de
PKA en la base del cilio primario.

Las AKAPs tienen capacidad de formar
complejos
interaccion con otros componentes implicados
de la via de sefializacién del AMPc. Esta es
una estrategia utilizada por la célula para
optimizar la respuesta a cambios discretos
de este segundo mensajero y que le permite
regular de una manera muy estricta la actividad
de PKA.

multi-proteicos mediante la

Existen dos AKAPs capaces de asociarse con
la membrana y de interaccionar con GPCR:
Gravin (también conocida como AKAP250 o
AKAPI12) y la AKAP79/150 (AKAPI150 es
el ortélogo de la AKAP79 humana, también
conocida como AKAPS) (Wang et al., 2006b).
Gravin destaca por funcionar como proteina
scaffold de mas de doce proteinas entre las
que se incluyen PKA, PKC, Src y PP2B.
Puede unir también, de manera reversible, al
receptor GPCR B2-adrenérgico y a B-arrestina.
Esta ultima estd implicada en internalizacion
de varios GPCR vy, en el caso de Smo, en su
localizacién en la membrana del cilio primario
através de launién a Kif3A (Chen et al., 2004;
Kovacs et al.,, 2008). Se han identificado
otras regiones de Gravin que le confieren
la capacidad de unirse a microtibulos del
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citoesqueleto, asi que también podria estar
interacciondo con proteinas del axonema
ciliar (Malbon et al., 2004).

Recientemente se ha demostrado que algunas
AKAPs pueden unir también a ACs en el
complejo multiproteico. La AKAP150 de
cerebro de raton se une a ACV y ACVI
(Bauman et al., 2006). Esta AKAP se ha
localizado recientemente en el cilio primario
y se le atribuye la acumulacion de ACV en
el mismo (Masyuk et al., 2008). Yotiao (la
variante de splicing de menor peso molecular
de la famila de la AKAP79) es una AKAP
asociada a membrana que se encuentra en
las densidades post-sindpticas de cerebro,
del corazén y de la unién neuromuscular.
Puede unir a PDE4D3, a una subunidad del
receptor NMDA y al canal de K+ responsable
del potencial de accion en el corazén y se
asocia también a las isoformas de ACI, ACII,
ACIII y ACIX . Posee la capacidad de regular
los niveles de AMPc mediante la inhibicion
de las ACII y III, por un mecanismo aun
desconocido (Piggott et al., 2008). mAKAPS
(la variante de splicing cardiaca de la AKAP
de musculo) integra la sefializacion de cAMP
con la del calcio y la de las MAP quinasas. Se
asocia a la membrana nuclear y puede unir a
ACII y ACV e inhibir también a la primera
(localizada en la membrana plasmatica)
cuando estas dos membranas se encuentran en
estrecha proximidad (Boivin et al., 2008).

La identificacion de la AKAP encargada de
reclutar a PKA en la base del cilio primario
daria luz a la localizacion de muchos otros
componentes no sélo de la via de PKA, sino
también de otras vias de sefializacion con las
que Shh podria estar interaccionando.
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Papel dual dela PKAenla
senalizacion de Hh

Es dificil hablar de la via de sefializacion
de Hh de mamiferos sin mencionar la de
Drosophila melanogaster, ya que fue en esta
especie donde se desvelaron muchos de los
eventos descritos para la via de Hh. Desde un
principio se observaron muchas diferencias
entre la ruta de vertebrados e invertebrados
pero durante mucho tiempo se considerd que
los principales mecanismos de la via de Hh
se encontraban conservados evolutivamente.
El reciente descubrimiento del cilio primario
en la via de Shh hizo que se replanteara el
modelo de sefializacion de la via de Shh de
vertebrados. Muchas de estas diferencias
interespecificas observadas en la via podrian
estar sefialando los posibles caminos que
dieron lugar a la divergencia de especies a lo
largo de la evolucion.

El movimiento o “recolocalizaciéon” de los
receptores en presencia de ligando es una
tendencia comun en los GPCR. El movimiento
a la membrana de Smo es necesario para
que éste se active y parece estar conservado
en todas las especies. Tanto en vertebrados
como en Drosophila, la B-Arrestina juega un
papel esencial para que Smo se transloque
a la membrana correctamente (Chen et al.,
2004; Cheng et al., 2010). En el caso de los
vertebrados, es la translocacion de Smo a
la membrana ciliar (a través de su union a
Kif3A) la que estd regulada (Kovacs et al.,
2008). Aunque los invertebrados carecen de
cilio primario en la mayoria de sus células, la
estabilizacion de Smo en la membrana celular
de Drosophila melanogaster recae sobre el
citoesqueleto y las redes de tubulina (Zhu et
al., 2003). En esta especie, la proteina que se
encarga de secuestrar a otros miembros de la



ruta de sefializacion hacia la membrana (como
Fu y Ci) y de promover su fosforilacion es
Cos2. Esta proteina estd relacionada con la
familia de las quinesinas y tiene capacidad
para unirse a los microtibulos y de moverse a
lo largo de éstos (Farzan et al., 2008; Robbins
etal., 1997). Curiosamente, la cola C-terminal
de Smo de mamiferos difiere bastante de la de
Drosophila melanogaster en cuanto a longitud
y secuencia se refiere y carece de la zona de
union a Cos2. Esto sugiere que, aunque el
movimiento a través de los microtibulos se
encuentra conservado, los vertebrados han
adoptado un mecanismo mas complejo en el
que el papel de Cos2 fue asumido por muchas
otras proteinas (Varjosalo et al., 2000).

En lo que respecta al papel de la PKA, existen
grandes similitudes pero también cierta
discrepancia. Tanto en vertebrados como en
Drosophila, la inhibicidén de la PKA tiene un
potente efecto en el incremento de sefializacion
de Shh (como ocurre con la subunidad
mRla insensible a AMPc que produce una
ganancia de funcion de Hh) (Collier et al.,
2004; Epstein et al., 1996). La inhibicion de
la PKA, por lo tanto, parece ser un requisito
para que la via se active correctamente. En
varias especies se ha demostrado que PKA es
un potente regulador negativo de la via de Hh.
Tanto en Drosophila melanogaster como en
vertebrados, la activacion de PKA induce la
fosforilacion de los factores de transcripcion
Ciy Gli2/3 (respectivamente). Esta inicia una
cascada de fosforilaciones que promueven
su procesamiento por el proteasoma dando
lugar a sus formas represoras (que inhiben
la transcripcion genética) (Chen et al., 1998;
Chen et al., 1999; Price et al., 1999; Tempe
et al., 2006; Wang et al., 2006a; Wang et al.,
1999).

Tanto en vertebrados como en Drosophila
melanogaster se ha demostrado que Smo

homodimeriza por su porciéon amino-terminal
y que esta interaccion es necesaria para que
se las moléculas activen (Zhang et al., 2004).
En ambas especies, las GRKs juegan un papel
esencial en la en la correcta activacion de la
via mediante la fosforilaciéon de Smo (Chen
et al., 2004; Cheng et al., 2010; Meloni et
al., 2006; Molnar et al., 2007; Philipp et al.,
2008). No obstante, tanto en Drosophila como
en vertebrados, quedan aun por identificar
los sitios de fosforilacion por GRKs y por
demostrar una directa transferencia del fosfato
por parte de esta quinasa. Cabe destacar que
en Drosophila melanogaster pero no en
vertebrados, la PKA actia como un modulador
positivo de la via a de Hh mediante la
fosforilacion de la cola carboxilo terminal de
Smo, que promueve su activacién y su union
a otros miembros de la ruta (Apionishev et
al., 2005; Jia et al., 2004; Zhang et al., 2004).
El Smo de vertebrados también carece de los
sitios de fosforilacion por PKA (Varjosalo et
al., 2006). Este hecho cred desde un inicio
la sospecha de que PKA tuviera efectos
similares en el contexto de los vertebrados.
Adjacentes a los sitios de fosforilacion por
PKA y CKI se encuentran varios dominios
de arginina (Arg) cargados positivamente.
A diferencia de los sitios para PKA, estos
clusters de Arg se encuentran conservados.
Tanto en vertebrados como en Drosophila se
ha demostrado que regulan negativamente la
activacion del receptor (Zhang et al., 2004).
Si se reemplazan con aminoacidos neutros,
la molécula adquiere una actividad ectopica
y, en el caso del Smo de Drosophila, éste
puede translocarse a la membrana. Los
ensayos de FRET realizados con moléculas
de Smo marcadas intra e intercelularmente
con CFP e YFP demuestran que, en ausencia
de Hh, la cola de Smo se encuentra plegada
hacia el tercer loop intracelular. La presencia
de Hh neutraliza la carga de los clusters
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promoviendo la fosforilacion por PKA de
aminoacidos préoximos. De esta manera, la
cola se despliega y entra en contacto con la
cola de la pareja con la que homodimeriza. Si
se mutan los sitios de fosforilacion por PKA,
esto no puede ocurrir (Zhang et al., 2004). El
mecanismo de despliegue de la cila carboxi-
terminal se comprobd también para el Smo
de mamiferos. En este caso, la fosforilacion
debe estar mediada por otra quinasa (aun
por identificar) ya que, como he mencionado
anteriormente, los sitios de fosforilacion de
PKA no se encuentran en los vertebrados.

En los vertebrados, la presencia de Smo en
cilio es necesaria para su activacion. La forma
activa de Smo (SmoM2) se localiza en cilio
primario en ausencia de Shh mientras que una
mutacion del sitio de localizacidn ciliar impide
que éste se acumule (Corbit et al., 2005).
Ademas de su presencia en el cilio, la exacta
localizacion de Smo en el compartimento
parece ser importante para su activacion. Se ha
visto que Smo estd activo o no segun la porcion
del cilio donde se localice. Se ha demostrado
que en las zonas mas proximales tiene menor
actividad que en las zonas distales (Aanstad et
al., 2009; Wilson et al., 2009). En presencia de
ciclopamina (un inhibidor especifico de Smo)
el Smo se acumula en cilio pero no esté activo
(Rohatgi et al., 2009; Wang et al., 2009). Dos
modelos proponen que Smo sufre una serie de
cambios conformacionales durante el proceso
de activacion que va desde su estado inactivo
(fuera del cilio) a su estado activo (en el cilio)
pasando por un estado intermedio de estado
ciliar inactivo (Rohatgi et al., 2009; Wilson et
al., 2009).

Aunque los sitios de fosforilacion por PKA
no se encuentran presentes en el Smo de
vertebrados, recientemente se ha observado
que tanto la activacion de las subunidades
Gas de proteina G con CTX o de las ACs con
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FSK, asi como la expresion de subunidades
de PKA activas promueven la localizacion
de Smo en la parte mas proximal del cilio.
Aunque esto ocurra, la molécula no es capaz
de inducir la actividad de los factores de
transcripcion Glis (Milenkovic et al., 2009;
Wen et al., 2010; Wilson et al., 2010). Por
otro lado, se ha demostrado que la inhibicion
de PKA con inhibidores especificos de PKA
impide la transcripcion genética mediada por
Shh (Milenkovic et al., 2009).

Podria ser que el papel positivo de PKA sobre
la fosforilacion de Smo que se observa en
Drosophila melanogaster haya evolucionado,
en vertebrados, hacia un mecanismo mas
complejo. La PKA se encuentra en estrecha
proximidad con el Aparato de Golgi y su
actividad es necesaria para el transporte de
vesiculas hacia la membrana. La inhibicién
de PKA con inhibidores quimicos (como el
H89 o el péptido inhibidor de PKA) impide
la exocitosis celular. La activacion de la via
con FSK, por el contrario, induce la secrecion
celular (Muniz et al., 1996; Muniz et al.,
1997). La activacion de PKA mediante CTX o
FSK, por lo tanto, prodria estar promoviendo
el trafico de vesiculas de secrecién que
contengan a Smo desde hacia la membrana
plasmatica. El exceso de Smo en la membrana
podria estar induciendo su transporte al cilio,
donde Ptch se localiza y puede inhibirlo.

Otra evidencia a favor de un rol positivo de
PKA en la via de Shh de vertebrados surge del
estudio de las moléculas activas e inactivas
de PKA en el desarrollo de los miembros de
pollo. La sobreexpresion de ambas moléculas
resultan en el mismo efecto: la formacion de
un digito extra (que normalmente se produce
por una activacion excesiva de la via) (Tiecke
et al., 2007).



Por otro lado, se ha demostrado que los
factores de transcripcion Gli2 y Gli3 requieren
localizarse en la punta del cilio para activarse,
donde se separaran de SuFu (Tukachinsky et
al., 2010). La activacion de PKA mediante
FSK impide que los complejos formados
por Gli y Sufu vayan al cilio e induce el
procesamiento de los factores de transcripcion
por el proteasoma (Tukachinsky et al., 2010).
No obstante, recientemente se ha demostrado
que para que se liberen los Glis en la punta del
cilio es necesaria la fosforilacion de Sufu por
PKA, GSK3p y CKI. Estos resultados también
indican que se requiere cierta actividad “basal”
de PKA para que la via de Shh se transduzca
correctamente.

Nuestros resultados apoyan la hipdtesis de
un papel dual de PKA en la via de Shh. El
anticuerpo anti C-PKA-P que utilizamos en el
primer trabajo detecta la autofosforilacion de
PKAenlaThr197, necesariaparala activacion
de la enzima. En presencia de N-Shh, la
actividad de PKA que observamos en la base
del cilio con este anticuerpo no es nula, si no
que la enzima posee cierta actividad basal, que
aumenta en ausencia del ligando. Los efectos
que poseen tanto la subunidad RIIA1-5 (que
no posee capacidad de unirse a AKAPs)
como el péptido Ht31 en la disminucién de la
proliferacion confirman la necesidad de cierta
actividad de PKA en la base del cilio para que
la via se active correctamente.

Uno de los resultados que desconcierta en
cuanto a esta hipdtesis es el que concierne
a la molécula mRIa-PKA, que actia como
dominante negativo de la quinasa. El mRIa-
PKA no permite que PKA se active y que
fosforile a sus sutratos (aln en presencia
del analogo de AMPc DBA) y es capaz de
inducir la proliferacion de PNGCs en ausencia
de Shh. Sin embargo, se ha demostrado que
esta misma molécula no puede promover la

activacion de los Glis en células que carecen
del ITF anterégrado o del retrogrado (Ocbina
etal., 2008). Una posible explicacion al efecto
observado con el dominante negativo de PKA
es que, aunque este mutante retenga a gran
parte de las subunidades cataliticas, no impida
que la C-PKA se una a la subunidad endégena
de RII, localizada en la base del cilio. Seria
interesante determinar la localizacion de
C-PKA en las células que sobreexpresan
el dominante negativo de PKA y si éste es
capaz de desplazar por completo la C-PKA
de la base del cilio. Se ha demostrado que la
formacion de la holoenzima de PKA in vivo
favorece preferentemente la formacion del
tipo II, aunque el tipo I sea el mas sensible
a cAMP y sea el principal subtipo que media
la sefializacion de PKA. En células que solo
tienen la holoenzima tipo II, Unicamente
cuando los niveles de subunidad C exceden
(ya sea por sobreexpresion de las mismas o por
eliminacion de las subunidades RII) se forma
la holoenzima tipo I. Existe, por lo tanto, una
compensacion por parte de la subunidad Rla
cuando los niveles de subunidades Ca o CP
son elevados. Los ratones mutantes para Rlla
y RIIB son viables, fértiles y no poseen ningtin
un fenotipo aparente o éste es muy leve,
probablemente por esta compensacion por
parte de la subunidad Rla en ausencia de RII
(Amieux et al., 2002). La sobreexpresion de la
subunidad Rllo, en cambio, elimina casi por
completo la formacion de la holoenzima tipo [
(Amieux et al., 2002; Bossis et al., 2004). Este
hecho confirma que el efecto positivo que posee
la PKA en la via de Shh tiene lugar a través
del holoenzima RII, ya que su sobreexpresion
no afecta a la proliferacion de PNCGs. Una
manera de demostrar su implicacion en la via
de Shh seria mediante la creacién de mutantes
condicionales para PNGCs en los que se
eliminen ambas moléculas al tiempo.

123



DISCUSION GENERAL

Gli2/3 y el cilio primario

Los factores de transcripcion Gli2 y Gli3
dependen del IFT retrégrado para activarse
y para transducir la sefial (Huangfu et al.,
2005; Tran et al., 2008). Se ha demostrado que
estas moléculas, al igual que Smo, también se
mueven constantemente dentro y fuera del
cilio, aunque por mecanismos distintos a éste
(Endoh-Yamagami et al., 2009; Liem, Jr. et
al., 2009). La fosforilacion de Gli3 por PKA
tiene lugar en la base del cilio y sus formas
fosforiladas o truncadas no se han observado
en la porcion extracelular del cilio primario.
Las quinasas CKI y CSK3p, asi como los
componentes del proteasoma se localizan
también proximas a los centrosomas (Rogers
et al., 2009 Fumoto et al., 2006; Sillibourne
et al., 2002; Freed et al., 1999). Todo apunta,
por lo tanto, a que el procesamiento de Gli3
se da en el citoplasma. Se ha demostrado que
las proteinas situadas en el cuerpo celular
estan también implicadas en este proceso.
En el ratéon knock out Frm (que carece de las
proteinas del cuerpo basal) la produccion del
Gli3R se encuentra muy afectada (Vierkotten
etal., 2007).

Por qué la activacion de los factores de
transcripcion tiene lugar concretamente en la
punta del cilio primario? Los factores Gli2/3
localizados en la punta parecen estar actuando
COmo sensores que se mueven constantemente
a lo largo del cilio y que detectan cambios en
la induccidn de la via. Al activarse, se dirigen
al nucleo en su forma completa y libres de
Sufu para promover la transcripcion de sus
genes diana. Este fendémeno se ha demostrado
con Gli2 (Kim et al., 2009). Es destacable
que todos los experimentos de localizacion y
de activacion de Gli2 y Gli3 en presencia o
ausencia de Shh se hayan hecho con células
fijadas. Seria interesante hacer un seguimiento
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del movimiento de las moléculas in vivo.

Existe un llamativo estudio realizado en
Chlamydominas con la subunidad no motora
del complejo de la quinesina II KAP, que
curiosamente también se localiza en la punta
del cilio, lugar donde realiza su funcién en el
transporte. Observaciones in vivo demuestran
que la molécula puede concentrarse ademas
en el cuerpo basal. En la mitosis temprana,
después de la retraccion del cilio y antes de
la ruptura de la envuelta nuclear, KAP se
mueve hacia el nucleo y se mantiene en el
mismo hasta después de la formacion de la
nueva envoltura nuclear. Solo desaparece del
nucleo una vez comienza la ciliogénesis. Se
han identificado secuencias de localizacion
nuclear en el homologo de erizo de mar (Morris
et al., 2004). Las proteinas del transporte IFT
podrian estar implicadas en la comunicacion
entre el cilio primario y el nucleo, ambos
situados en estrecha proximidad. Una posible
hipétesis es que, después de pasar por el cilio,
las moléculas de Gli2 y Gli3 activas sean
inyectados en el nucleo por alguna de las
proteinas del IFT. Seria interesante determinar
si la internalizacion en el nucleo del homologo
de KAP (o de alguna otra molécula del IFT)

tiene lugar en vertebrados.

Modelo resumen

Con los mecanismos ya establecidos de la
via de Shh de vertebrados y los resultados
obtenidos en los dos articulos de la presente
tesis, se podria proponer un modelo (a modo
de resumen).



FIGURA 35.En en ausencia de Shh, Smo se encuentra reprimido por Ptch y no puede translocarse al cilio. Las subunidades Gais,
por tanto, se encuentran inhibidas y la AC (aun no identificada) se activa. Tiene lugar, por tanto, un incremento de los niveles
de AMPc en el microdominio celular donde se encuentra la PKA, unida a una AKAP a través de la subunidad RIl. La AC puede
localizarse o bien en la membrana del cilio o en la base del mismo, por la interaccién o no con alguna AKAP.Como consecuencia
del incremento del AMPc en la base del cilio, la PKA se activa y la subunidad catalitica de la misma se separa y difunde en
busca de sustratos a fosforilar. Entre éstos se encuentra Gli3, que sera procesado por el proteasoma. Una vez formado, el Gli3
represor no puede entrar en el compartimento ciliar y se dirige al nicleo para reprimir la transcripcion genética, impidiendo la
proliferacion de las PNGCs.
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FIGURA 36. En presencia de Shh, en cambio, Ptch se internaliza y permite la entrada de Smo en el cilio. Alli interacciona con la

subunidad Gai3 acumulada y, en su retorno a la base, activa a la Gai2.La AC se encuentra inactiva y tiene lugar una disminucién
de la produccién de AMPc en el entorno del cilio primario. La PKA no puede activarse y no puede fosforilar a los factores de
transcripcion Gli2 y Gli3 que, en sus formas completas y unidas a Sufu se dirigen al cilio. Previamente a su entrada tiene lugar

en el citoplasma la fosforilacion de Sufu por PKA, CKI'y GSK3B que promovera la liberacion de Gli2 y Gli3 en la punta del cilio.
Una vez activados, estos factores de transcripcion entran en el compartimento nuclear para mediar la transcripcién genética e
inducir la proliferacion.
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CONCLUSIONES

- Lainhibicion de la proteina quinasa A dependiente de AMP ciclico (PKA) induce la proliferacion
de los progenitores neuronales de células granulades de cerebelo (PNGCs) en ausencia de Shh.
Sin embargo, Shh no es capaz de modular los niveles celulares totales de AMPc.

- La subunidad RII de PKA es la responsable de la acumulacion de C-PKA en la base del cilio
primario de PNGCs a través de la union a una AKAP. Esta localizacion se encuentra regulada
por Shh y es necesaria para que ¢ste induzca la proliferacion en PNGCs.

- Los mutantes constitutivamente activos de miembros de la clase Gai/o de proteinas G, pero no
de la clase Gal12-13, inducen la proliferacion de PNGCs en presencia de concentraciones sub-
proliferativas de Shh.

- Las subunidades Gai2 y Gai3 de proteina G son los tinicos miembros de la clase Gai/o que se
expresan en la capa granular externa del cerebelo en desarrollo (CGEe), donde tiene lugar la la
proliferacion de los PNGCs. La eliminacion de estas dos subunidades tiene un potente efecto
antiproliferativo en cultivos de PNGCs.

- Las subunidades Gai3 y Gai2 se localizan en el cilio primario de PNGCs, de igual manera que
lo hacen otros componentes de la ruta de Shh como Smo y los Gli.
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