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RESUMEN 

La señal de Notch es una vía reconocida por sus funciones en la neurogénesis. Sin 

embargo, se conoce muy poco acerca del papel de la señalización de Notch en la 

diferenciación neural de tipos específicos. Utilizando una ratón nulo en DII1, 

encontramos que la señal de Notch no tiene funciones en la especificación de 

células precursoras neurales dopaminérgicas del mesencéfalo, pero juega un papel 

muy importante en regular su expansión y diferenciación a neuronas. La 

diferenciación neuronal prematura fue observada en mesencéfalos de ratones nulos 

en DII1 y en cultivos de explantes, después de un tratamiento con DAPT, un 

inhibidor de la señal de Notch. La sincronización entre la neurogénesis y la 

diferenciación dopaminérgica fue indicada por la coincidente emergencia de 

marcadores neuronales y dopaminérgicos. En la diferenciación temprana, disminuir 

la señal de Notch provocó una reducción en las CPNs y un incremento de neuronas 

dopaminérgicas en asociación con cambios dinámicos en la proporción de CPN 

dopaminérgicos, secuencialmente unidos (Msx1/2+, Ngn2+, Nurr1+). Esos efectos 

en la diferenciación provocaron una reducción significativa en el número de 

neuronas dopaminérgicas producidas. En los ratones adultos con la 

haploinsuficiencia de DII1, comparados con sus compañeros control, se observó 

una reducción consistente en la densidad neuronal que fue particularmente evidente 

en la sustancia nigra pars compacta.  
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ABSTRACT 

Notch signalling is a well-established pathway that regulates neurogenesis. 

However, little is know about the role of Notch signalling in specific neuronal 

differentiation. Using DII1 null mice, we found that Notch signalling has no function 

in the specification of mesencephalic dopaminergic neural precursor cells (NPCs), 

but plays an important role in regulating their expansion and differentiation into 

neurons. Premature neuronal differentiation was observed in mesencephalons of 

DII1-deficient mice or after treatment with a Notch signalling inhibitor. Coupling 

between neurogenesis and dopaminergic differentiation was indicated from the 

coincident emergence of neuronal and dopaminergic markers. Early in differentiation 

caused a significant reduction in the number of dopaminergic neurons produced. 

Accordingly, DII1 haploinsufficient adult mice, in comparison with their wild-type 

littermates, have a consistent reduction in neuronal density that was particularly 

evident in the substance nigra pars compacta.  
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I.- INTRODUCCIÓN 

a.- Neurulación y compartamentalización del Sistema Nervioso Central 

El Sistema Nervioso Central (SNC) surge del epiblasto dorsal (capa externa de la 

blástula que forma el ectodermo después de la gastrulación) de la gástrula de vertebra-

dos. La primera respuesta morfológica obvia del embrión frente a la inducción neural 

es la formación del ectodermo dorsal, que queda por encima del proceso notocordal en 

una placa alargada de células epiteliales engrosadas denominada placa neural (Smith 

y Schoenwolf, 1997; Cearns, M.D et al., 2016). Subsecuentemente, la placa neural se 

cierra y forma el tubo neural. Específicamente en ratón, el cierre del tubo neural ocurre 

en un proceso de varios pasos, creando tres neuroporos (regiones abiertas del tubo 

neural): los neuroporos anterior y posterior en la región craneal y el neuroporo posterior 

en la región baja de la columna vertebral (Nikolopoulou et al., 2017). Una serie de 

vesículas se desarrollan en el extremo de este tubo, indicando el establecimiento de un 

patrón neural a lo largo del eje antero-posterior (A-P) (Puelles, 2001; Wurst y Bally-Cuif, 

2001; Kiecker y Lumsden, 2005): el prosencéfalo o cerebro anterior, compuesto por el 

telencéfalo y el diencéfalo; el mesencéfalo o cerebro medio y el romboencéfalo o 

cerebro posterior, compuesto por el metencéfalo y romboencéfalo (Fig. 1).  

Figura 1. Organización antero-posterior del 
tubo neural. 

Vista lateral del tubo neural donde se muestran 
las estructuras principales organizadas en 5 
vesículas. De anterior a posterior se observa el 
Telencéfalo, el Diencéfalo, el Mesencéfalo (Ms), 
el Metencéfalo (Mt) y el Romboencéfalo (com-
puesto por los rombómeros r2-r5). La constric-
ción en la frontera del Mesencéfalo y el Meten-
céfalo se conoce también como Organizador del 
Istmo. La presencia de morfógenos como Shh, 
Fgf8 y Fgf4 determinan la posición de diversos 
núcleos neuronales especializados. En el 
Mesencéfalo ventral, las neuronas dopaminér-
gicas se inducen por la presencia de Shh y Fgf8. 
Estas mismas señales en combinación con Fgf4 
inducen las neuronas serotoninérgicas (5´HT 
neuronas) en el Metencéfalo. Modificado de 
Wallen y Perlman, 2003. 



13 
 

Simultáneamente, el tubo neural es compartamentalizado a lo largo del eje dorso-

ventral (D-V) bajo la influencia de tejido meso-endodermal subyacente, así como 

por el efecto de estructuras ectodermales no-neurales. El surco limitante dentro del 

conducto central divide la médula en una placa alar dorsal y una placa basal ventral 

a cada lado de dicho conducto (Fig. 2). Las placas alares derecha e izquierda 

poseen una conexión dorsal por encima del conducto central mediante una delgada 

Placa del Techo (PT), mientras que las dos placas basales están unidas a nivel 

ventral a través de la Placa del Piso (PP) (Puelles, 2001; Wurst y Bally-Cuif, 2005). 

Como resultado de esos eventos de establecimientos de patrones, la identidad 

posicional se asemeja a una red en tres dimensiones que se establece en el eje 

neural embriónico. En otras palabras, diversas neuronas de identidad específica 

podrían ser producidas dentro de esos diferentes territorios.  

 

Figura 2. Corte transversal del tubo neural en desarrollo. 

Principales regiones del tubo neural. Las capas de células más cercanas al lumen del tubo neural 
permanecen epiteliales y es llamada la zona ventricular, la cual contiene células mitóticas, las 
cuales conforme se van diferenciando, van alcanzando la zona manto. En la parte ventral se 
encuentra la PP, la cual actúa como un centro de señalización. En la parte dorsal se encuentra 
la PT, la cual conecta dorsalmente la placa alar izquierda y derecha. Modificado de Carlson, 2014. 
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Al empezar la diferenciación celular en el tubo neural, el neuroepitelio se engrosa y 

parece estratificado. La capa celular más próxima a la luz del tubo neural (conducto 

central) sigue siendo epitelial y se denomina zona ventricular (ZV). Esta capa, que 

todavía contiene células mitóticas, se acaba convirtiendo en el epéndimo, un epitelio 

cilíndrico que reviste el sistema ventricular y el conducto central del SNC. Más allá de 

la ZV se encuentra la zona intermedia (ZI) en la que se hallan los cuerpos celulares 

de los neuroblastos postmitóticos en diferenciación. Conforme estos elementos 

siguen generando prolongaciones axónicas y dendríticas, todas ellas forman una 

zona marginal periférica o zona manto (ZM) que contiene prolongaciones neuronales 

pero no somas celulares (Fig. 2).  

b.- Generación de neuronas dopaminérgicas 

En el cerebro en desarrollo, los progenitores dopaminérgicos mesencefálicos 

están localizados dentro del área del tubo neural que dará lugar al mesencéfalo y 

al diencéfalo.  

El periodo de desarrollo de los progenitores dopaminérgicos mesencefálicos puede 

ser dividido en cuatro estados.  

1. Se establece un dominio de los progenitores en la superficie ventral 

ventricular mesencefálica. Son células con propiedades de auto-renovación 

y con capacidad de formar múltiples tipos celulares, surgen en el día 

embrionario 7.5 (E7.5) post-implantación.  

2. Estas células son especificadas a un destino celular de precursores 

neuronales dopaminérgicos; y muchos marcadores moleculares se asocian 

a esta población.  

3. Los precursores dopaminérgicos salen del ciclo celular y comienzan a mostrar 

marcadores tempranos de neuronas dopaminérgicas del cerebro medio.  

4. Finalmente, las neuronas dopaminérgicas mesencefálicas (mDA) maduran 

funcionalmente, expresan marcadores de neuronas maduras mesencefálicas 

y establecen su apropiada conectividad. 
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i.- Establecimiento del domino de progenitores dopaminérgicos mesencefálicos 

Los primeros pasos claves en la generación de neuronas mDA depende de un 

apropiado patrón de expresión de genes a lo largo de los ejes A-P y D-V, los cuales 

son regulados por señales que surgen de dos estructuras claves en el embrión 

temprano: la PP (Placzek y Briscoe, 2005) y el organizador del Istmo (IstO) 

(Alexandre and Wassef, 2005; Nakamura y Watanabe, 2005; Dworkin y Jane, 2013).  

El IstO es un único centro de señalización que separa el cerebro medio del cerebro 

posterior (Fig. 3) y es necesario para el desarrollo de esas dos regiones del 

cerebro (Nakamura y Watanabe, 2005). El correcto posicionamiento del IstO en el 

límite cerebro medio-posterior depende de la represión mutua de dos factores de 

transcripción homeodominios: Otx2 y Gbx2 (Fig. 3). Otx2 se expresa en el cerebro 

anterior y cerebro medio del tubo neural anterior en desarrollo (Millet et al., 1999; 

Acampora et al., 2005), mientras que Gbx2 se expresa más posteriormente en el 

cerebro posterior anterior (Millet et al., 1999). La expresión de Gbx2 en el borde 

posterior limita la expresión de Otx2, el cual crea el límite entre el cerebro medio 

y el posterior (Millet et al., 1999). La falta de Otx2 en el cerebro medio, disminuye 

el número de neuronas dopaminérgicas mesencefálicas ventrales (Omodei et al., 

2008) demostrando la importancia crítica del posicionamiento del IstO para la 

generación normal de las neuronas dopaminérgicas en el mesencéfalo ventral. El 

factor de crecimiento de fibroblastos 8 (FGF8), es un factor difusible secretado por 

el IstO a partir del E8 hasta E12.5 en el límite cerebro medio-posterior del ratón 

(Crossley y Martin, 1995). Aunque Otx2 y Gbx2 son críticos para la posición 

correcta del IstO, ellos no son requeridos para la expresión de FGF8, o para la 

inducción de otros genes implicados en el IstO; sin embargo son especiales para 

el correcto posicionamiento de los dominios de expresión de esos genes (Martínez 

et al., 1999). 

Un segundo grupo de factores de transcripción también son expresados en el IstO, 

los cuales incluyen el gen Pax2 (Urbanek et al., 1997), el factor homeodominio-lim 

Lmx1b (Smidt et al., 2000), la glicoproteína secretada Wnt1 (Crossley y Martin, 

1995; Adams et al., 2000) y Engrailed-1 (Simon et al., 2004). De éstos, Pax2 se 
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requiere para la inducción de la expresión de FGF8 por el Istmo, mientras que Wnt1 

y En1 cooperan funcionalmente con Otx2 y Gbx2 para definir la posición del dominio 

de expresión de FGF8 en el Istmo (Ye et al., 2001).  

Después de la inducción y posicionamiento de la expresión de FGF8, los genes 

Engrailed-2 (En2) y Pax5 comienzan a ser expresados en el límite del cerebro 

medio-posterior, estos genes son críticos en la especificación regional del 

mesencéfalo ventral. Los ratones nulos para Otx2 (Puelles et al., 2003; Omodei et 

al., 2008), Pax2 y Pax5 (Schwarz et al., 1997), En1 y En2 (Liu y Joyner, 2001; Simon 

et al., 2001) o Lmx1b (Smidt et al., 2000), muestran defectos en el mesencéfalo 

ventral, incluyendo la pérdida parcial o total de neuronas dopaminérgicas 

mesencefálicas ventrales.  

 

Figura 3. Determinantes 
moleculares del mesen-
céfalo. 

Vista lateral del tubo 
neural. La frontera pos-
terior del mesencéfalo 
(Ms) la establece el lími-
te de expresión de Otx2. 

La represión recíproca 
entre Otx2 y Gbx2 esta-
blece la posición del 
Istmo, el cual produce 
Fgf8. Shh es una molé-
cula que se produce en 
la línea media ventral del 
mesencéfalo y actúa en 
la formación de la PP, 
junto con Nodal, miem-
bro de la familia de los 
TGF. Shh especifica 
diversas poblaciones 
neuronales ventrales por 
ejemplo las DA (azul) 
dependiendo de su 
concentración local. 
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El otro centro de señalización es la PP en el tubo neural ventral, y es inducido por 

Shh. Shh es secretado primero por la notocorda (una estructura mesodermal la cual 

yace debajo de la placa neural) y después por la misma PP. La inducción del 

fenotipo mDA es dependiente de la interacción de Shh, secretada por la PP y FGF8, 

secretado por el IstO (Ye et al., 1998).  

Recientemente se identificó la identidad precisa de los precursores neurales mDA, 

cuando un estudio mostró que las células de la PP en el mesencéfalo ventral murino 

son neurogénicas y, subsecuentemente, forman neuronas mDA (Ono et al., 2007; 

Bonilla et al., 2008; Nouri y Awatramani, 2017), a diferencia de la PP de regiones  más 

caudales que no son neurogénicas. Experimentos de mapa de destino indican que 

las neuronas dopaminérgicas mesencefálicas se originan de progenitores 

clasificados para el marcador de la placa del piso CORIN (Ono et al., 2007), o 

expresan marcadores de glía radial Glast/Slc1a (glial high affinity glutamate 

transporter) (Bonilla et al., 2008). Esto mostró que células tipo glía radial de la PP 

mesencefálica, a diferencia de otras regiones del cerebro, pueden sufrir neurogénesis 

y son progenitores dopaminérgicos mesencefálicos. Adicionalmente factores de 

transcripción involucrados en la generación de neuronas dopaminérgicas como 

Lmx1a, Lmx1b, Foxa2, Otx2, están presentes en la PP del mesencéfalo.  

Una vez que se ha establecido el patrón correcto de la región del mesencéfalo 

ventral, comienza la expresión de una serie de genes (Mesman et al., 2018) que 

establecen la identidad de los precursores neurales dopaminérgicos mesencefálicos 

ventrales, que finalmente genera neuronas mDA (Fig. 4).  

ii.- La especificación molecular del linaje dopaminérgico mesencefálico 

La neurogénesis dopaminérgica mesencefálica tiene lugar en la ZV de la PP 

mesencefálica cuando los progenitores dopaminérgicos se dividen para generar 

células postmitóticas, las cuales expresan el receptor nuclear Nurr1. Estas células 

migran a través de la ZI mientras se diferencian y comienzan a ser neuronas 

dopaminérgicas que expresan Tirosina hidroxilasa (Th) y alcanzan la ZM.  
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El primer signo del fenotipo mDA es la expresión de dos determinantes del linaje 

dopaminérgico: el factor homeodominio-lim Lmx1a y el factor de transcripción 

homeodominio Msx1 a E9 en el ratón (Alavian et al., 2008). Shh induce la expresión 

de Lmx1a, el cual después induce la expresión de su efector río abajo Msx1 

(Andersson et al., 2006b). Msx1 contribuye a la neurogénesis mDA induciendo la 

expresión del gen proneural, neurogenina 2 (Ngn2), y así induce diferenciación 

neuronal. La expresión de Ngn2 en los precursores mesencefálicos parece estar 

bajo el control de la expresión de Otx2, ya que la mutante condicional de Otx2 en 

ratón muestra la pérdida de expresión de Ngn2 en los precursores mDA (Vernay et 

al., 2005). Otx2 controla el destino de los progenitores mesencefálicos mediante la 

represión de Nkx2.2 y el mantenimiento de la expresión de Nkx6.1 (Puelles et al., 

2004), dos factores transcripcionales involucrados en delimitar el dominio mDA. 

Similar a Lmx1a, la proteína Lmx1b también ha mostrado promover neurogénesis 

mDA (Deng et al., 2011; Yan et al., 2011). Lmx1a y Lmx1b son co-expresados en 

precursores mDA y también han mostrado influir en los pasos iniciales de la 

especificación de precursores mDA (Andersson et al., 2006b). Shh derivado de la 

PP ha mostrado un papel clave en la inducción del fenotipo mDA modulando la 

expresión del regulador transcripcional FoxA2, un marcador de la PP. Esta 

inducción de FoxA2 por Shh se ha propuesto que funciona cooperativamente con 

Lmx1a y Lmx1b en la generación de neuronas mDA derivadas de precursores de la 

PP mesencefálicos (Nakatani et al., 2010).  

Wnt1 es una molécula que se expresa en el Istmo y en el mesencéfalo en desarrollo, 

los ratones nulos en Wnt1 generan precursores mDA, pero no proliferan ni se 

diferencian apropiadamente; y generan pocas neuronas que mueren poco después 

de su génesis (Prakash et al., 2006). Se ha propuesto que la señal de Shh se 

requiere inicialmente para el establecimiento temprano del nicho de progenitores 

mDA, pero después inhibe la proliferación de los progenitores y la neurogénesis 

mDA (Joksimovic et al., 2009). Estos estudios apuntan a un papel crítico de las vías 

Wnt/beta-catenina y Shh para determinar el potencial neurogénico de la PP a lo 

largo del eje neural. En el mesencéfalo, Shh tiene un efecto bimodal, temprano en 

el desarrollo, Shh puede ser un pre requisito para el establecimiento y/o expansión 
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de los progenitores dopaminérgicos y más tarde, Shh impide la neurogénesis 

dopaminérgica. Sin embargo, la señal Wnt/beta-catenina suprime los niveles de Shh 

en la línea media, creando su propio medio para las tasas normales de proliferación 

y expresión de genes proneurales (Joksimovic et al., 2009). Nuevos datos han 

mostrado que Lmx1a y Lmx1b funcionan cooperativamente para controlar la 

proliferación de células precursoras neurales mDA mediante la regulación de la 

expresión de Wnt1 (Yan et al., 2011).  De esta forma, las dos vías regulatorias: Shh-

FoxA2 y Wnt1-Lmx1a, contribuyen al proceso de neurogénesis dopaminérgica 

mesencefálica en las células de la PP mediante la inducción de la expresión de 

diversos factores como FoxA2, Lmx1a/1b y Msx1 (Chung et al., 2009).  

iii.- Diferenciación en neuronas dopaminérgicas maduras 

La inducción de la expresión de Th, la enzima limitante para la síntesis de dopamina, 

ocurre después de la mitosis final de los precursores neurales mDA ventrales 

mientras que son activos y migran a sus posiciones finales (Fig. 4) (Puelles y 

Verney, 1998; Smidt y Burbach, 2007; Poulin et al., 2018). Este proceso de 

migración desde la zona ventricular de la PP hacia sus destinos, involucra dos 

pasos: primero las neuronas mDA migran ventralmente a lo largo de procesos 

gliales, los cuales proyectan a la superficie pial; segundo, una vez que alcanzan la 

parte basal del mesencéfalo ventral, migran lateralmente a lo largo y 

tangencialmente a las fibras para formar tres grupos en el mesencéfalo (Prakash y 

Wurst, 2006; Smidt y Burbach, 2007), los cuales representan cerca del 75% de 

todas las neuronas presentes en el cerebro. Estos tres grupos son: el grupo A9 que 

forma la sustancia nigra pars compacta (SNpc), cuyas neuronas proyectan al 

estriado dorsal formando la Vía Nigroestrial. Estas neuronas y sus proyecciones son 

requeridas para el control del movimiento voluntario y la pérdida de estas neuronas 

provoca la Enfermedad de Parkinson, la cual es una enfermedad neurodegenerativa 

caracterizada por el daño de la función motora (Abeliovich y Hammond, 2007). Los 

otros grupos de neuronas mDA, el A10 y A8 forman el área ventral tegmental (AVT) 

y el campo retrorrubral (CRR), respectivamente, cuyas neuronas inervan el estriado 

ventral y el córtex prefrontal vía el sistema mesocorticolímbico, y están involucradas 
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en la regulación de sentimientos de emoción y recompensa. La neurotransmisión 

alterada o defectuosa del sistema mesocorticolímbico mDA ha sido asociada con el 

desarrollo de esquizofrenia, adicción a drogas y depresión (Abeliovich y Hammond, 

2007). Entre los distintos grupos de neuronas mDA existen diferencias tanto 

anatómicas como de función durante su ontogenia. Sin embargo todavía se conoce 

poco de los mecanismos moleculares que regulan las diferencias fenotípicas y de 

función entre esas poblaciones neuronales. Dado el involucramiento de las 

neuronas mDA A9 en la enfermedad de Parkinson, la mayoría de los estudios se 

han enfocado a identificar las moléculas y mecanismos que regulan su desarrollo. 

 

Figura 4. Desarrollo de neuronas dopaminérgicas mesencefálicas. 

A) Línea de tiempo del desarrollo de las neuronas dopaminérgicas mesencefálicas. Los 
progenitores dopaminérgicos son inducidos en la línea media ventral del cerebro medio. 
Subsecuentemente, las neuronas diferencian, migran, forman proyecciones y establecen 
contactos sinápticos con neuronas en sus áreas blanco en el cerebro anterior. Neuronas de la SN: 
verde obscuro, neuronas del AVT: verde claro, neuronas del RRF: turquesa. Vistas coronales 
mostrando la localización de los progenitores y a las neuronas dopaminérgicas durante el 
desarrollo. Note, que las neuronas de la SNpc son preferencialmente derivadas de los progenitores 
mediales, las neuronas del AVT de progenitores laterales. 

B) moléculas de señalización clave y factores de transcripción involucrados en los diferentes pasos 
del desarrollo de las neuronas dopaminérgicas desde progenitores a inmaduras y hasta neuronas 
maduras. Foto tomada de Bodea y Blaess, 2015). 
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Muchos factores de transcripción han sido identificados como esenciales para la 

diferenciación y sobrevivencia a largo término de neuronas mDA ventrales, entre los 

que se encuentran Lmx1b, Nurr1, Pitx3, En1 y En2 (Kouwenhoven et al., 2017). 

Cada uno de estos factores, de manera individual, no es capaz de inducir un 

fenotipo mDA completo, sugiriendo que funcionan como parte de una cascada de 

señalización (Fig. 4B). 

iv.- Migración 

Posterior a su generación, las neuronas mDA ventrales sufren maduración 

funcional, la cual involucra guía axonal y sinaptogénesis. Los axones de las 

neuronas mDA ventrales, las cuales surgen a E11.0 en ratón, inicialmente proyectan 

dorsalmente pero después se desvían ventro-rostralmente hacia el cerebro anterior 

(Fig.4A), en respuesta a pistas extrínsecas en el cerebro medio dorsal y pistas 

repulsivas en el tronco cerebral caudal (Poulin et al., 2018).  

 

Figura 5. Neurogénesis embrio-
naria. 

A) En etapas tempranas del desarrollo 
del tubo neural, las Células 
Precursoras Neurales (CPNs) en el 
neuroepitelio mantienen contacto con 
la superficie ventricular y pial (ejemplo 
en azul), mientras proliferan por 
divisiones simétricas o diferencian a 
neuronas. 

B) al engrosarse el neuroepitelio a 
causa de la proliferación de las CPNs, 
se define la región ventricular (VZ) y la 
región subventricular (SVZ) a lo largo 
del eje radial del tubo neural. En esta 
etapa, las CPNs mantienen contacto 
con la superficie ventricular y pial al 
diferenciar a glía radial (ejemplo en 
azul), la cual mantiene el proceso de 
neurogénesis además de funcionar 
como andamiaje para la migración de 
células diferenciadas hacia la capa 
pial (en anaranjado). Modificado de 
Merkle y Alvarez-Buylla, 2006. 
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c. Organización celular del mesencéfalo 

La organización del epitelio mesencefálico a lo largo del eje radial determina la 

ubicación de las células progenitoras y sus derivados neuronales durante el 

desarrollo. Previo al inicio de la neurogénesis en el mesencéfalo (E9.5 – E10), el 

neuroepitelio se encuentra formado esencialmente por Células Troncales Neurales 

(CTNs) y otras células progenitoras indiferenciadas. Todas las células 

indiferenciadas se conocen en su conjunto como Células Precursoras Neurales 

(CPNs). Durante la neurogénesis, las CPNs en la región ventricular (Fig. 5A) se 

mantienen indiferenciadas y proliferando, mientras que otras CPNs migran hacia la 

zona manto donde producen nuevas neuronas (Fig. 5B zona naranja). Este 

fenómeno define a la región ventricular del tubo neural como el nicho de las CPNs.  

El tamaño y forma del sistema nervioso depende grandemente del número de veces 

que una CTN o su progenie re-entra al ciclo celular. El mantenimiento de este nicho 

y el crecimiento simultáneo del neuroepitelio es posible mediante el control del 

número de divisiones simétricas y asimétricas de las CPNs por moléculas como 

Notch y Numb (Andersson, 2001). En el tubo neural en desarrollo esas células 

residen en la ZV y, tanto en el embrión como en cultivo de CTN, esas células son 

activadas a producir nueva progenie mediante la integración de varias vías de 

señalización como Shh, BMP, Wnt/Catenina, Notch y FGF (Lee et al 2014). Tanto 

en el embrión como en CTN en cultivo, la habilidad de auto-renovación de esas 

células es regulada por numerosos factores de transcripción, incluyendo Hes, Soc, 

Bmi1, Tlx y proteínas Gli (Yang et al 2011; Lee et al 2014).  

Conforme el epitelio del cerebro se va engrosando, las CPNs adquieren 

progresivamente la identidad de glía radial (Merkle y Alvarez-Buylla, 2006) y, 

posteriormente, se diferencian primero a neuronas inmaduras y luego a neuronas 

maduras. La evolutivamente conservada vía Notch media interacciones célula-célula 

que regulan el proceso de diferenciación de células vecinas, proveyendo un 

mecanismo para la consistente determinación del destino celular y el establecimiento 

de patrones en tiempo y espacio de tejidos altamente organizados (Louvi y Artavanis-

Tsakonas, 2006; Pierfelice et al., 2011; Borggrefe y Giaimo, 2018).  
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d. La vía de señalización Notch 

La vía de señalización Notch se activa mediante interacciones célula-célula y 

permite a sus células vecinas adoptar diferentes destinos celulares, proporcionando 

un mecanismo para la determinación del destino celular, diferenciación y 

establecimiento de patrones de tejidos altamente organizados, mediante un 

mecanismo llamado Inhibición Lateral, ver revisiones (Yoon y Gaiano, 2005; Louvi 

y Artavanis-Tsakonas, 2006; Hurlbut et al., 2007; Cau y Blader, 2009; Pierfelice et 

al., 2011; Irvine, 2016). Esta vía está presente en organismos metazoarios, desde 

el erizo de mar hasta humanos (Chitnis y Balle-Cuif, 2016). En el sistema nervioso, 

la señal de Notch está involucrada en el mantenimiento de los precursores neurales 

inhibiendo diferenciación neuronal y también se ha visto que promueve 

diferenciación glial (Yoon y Gaiano, 2005; Louvi y Artavanis-Tsakonas, 2006; 

Pierfelice et al., 2011). La vía Notch (Fig. 6) es regulada vía interacciones celulares; 

el receptor Notch (existen cuatro en mamíferos, Notch1-4) en una célula, es activado 

por el ligando Delta-like 1 (Dll1,3,4) y Jagged (Jag1,2), expresado en las células 

vecinas (Lai, 2004; Bray, 2006; D'Souza et al., 2008; Chitnis y Balle-Cuif, 2016). 

Al nivel molecular, la activación del receptor Notch por la unión del ligando promueve 

dos rompimientos proteolíticos en el receptor (Fig. 6), el primer rompimiento es 

catalizado por la familia ADAM de las metaloproteasas, mientras que el segundo 

rompimiento es mediado por el complejo de la γ-secretasa, un complejo de enzimas 

que contiene presenilina, nicastrina, PEN2 y APH1. Este segundo rompimiento 

libera el Dominio Intracelular de Notch (DICN), el cual después se trasloca al núcleo 

y actúa como un coactivador transcripcional (Ver figura 6). El DICN no puede unirse 

directamente al ADN pero heterodimeriza con la proteína de unión al ADN, CBF1 

(también llamada CSL, RBP-J, Su(H) (en Drosophila) y LAG-1 (en Caenorhabditis 

elegans) y las proteínas Mastermind-like (Maml) y activan la transcripción de genes 

que contienen sitios de unión CBF1.  En ausencia de un ligando y, por lo tanto sin 

el DICN en el núcleo, CBF1 reprime a los genes blancos de Notch mediante el 

reclutamiento de complejos co-represores. La unión DICN con CBF1 es crucial para 

el cambio del estado reprimido al estado activado. El DICN desplaza primero 
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correpresores de CBF1, provocando la desrepresión de promotores que contengan 

sitios de unión a CBF1 y subsecuentemente recluta un complejo de coactivadores 

adicionales como la proteína p300 o la proteína de unión CREB para activar la 

transcripción de genes blancos de Notch (ver revisiones Lubman et al., 2007; 

Gordon et al, 2008; Fortini, 2009; Borggrefe y Oswald, 2009; Kopan y Llagan, 2009; 

Borggrefe y Gaiamo, 2018).  

 

En el sistema nervioso, este complejo DICN-CSL es un activador transcripcional e 

induce la expresión de represores transcripcionales bHLH, como Hes1 y Hes5 (los 

más fuertemente caracterizados) y los genes Hey. Hes1 y Hes5 reprimen la 

expresión de genes proneurales y Dll1, de esta forma inhiben la diferenciación 

neuronal y el mantenimiento de las CTN (Ohtsuka et al., 1999; Hatakeyama et al., 

2004; Kageyama et al., 2007).  

Figura 6. Vía de señalización Notch. 

A) La activación del receptor es provocada por la unión del ligando DSL a las repeticiones EGF del 
receptor Notch, seguido por dos rompimientos proteolíticos (flechas S2 y S3) que liberan al DICN. 

B) Representación del switch represor transcripcional. En ausencia del DICN, CSL se encuentra 
en un complejo con proteínas represoras transcripcionales. La unión del DICN a CSL o CBF1 
permite el desplazamiento de los represores y el reclutamiento de activadores transcripcionales. 

Modificado de Lubman et al., 2007.  
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En el mesencéfalo embrionario temprano de murinos, se expresan los miembros de 

la vía Notch (ver Tabla 1): receptores Notch1, 2, 3 y ligandos Dll1, DII3, Dll4 y Jag1 

(Lindsell et al., 1996; Kusumi et al., 2001). Se sabe que Notch1 y Notch2 son 

esenciales en roedores (Conlon et al., 1995; McCright et al., 2006) ya que producen 

letalidad temprana a los E10 y E10.5 respectivamente. Se ha observado la 

expresión de Notch1 en la PP del mesencéfalo, la pérdida de la expresión de Notch1 

provocó el inicio prematuro de la neurogénesis a lo largo de la región cerebro medio-

posterior del tubo neural (Lutolf et al., 2002). Notch2 también se expresa en el 

mesencéfalo excluyendo la PP, la pérdida de expresión de Notch2 está involucrado 

en el desarrollo de la PT del diencéfalo y del mesencéfalo, provocando que éste 

centro organizador no se forme (Kadokawa y Marunouchi, 2002).  

Los ligandos Dll1 y Dll3 son genes que se expresan desde el desarrollo temprano 

del ratón (Hrabe de Angelis et al., 1997; Benedito y Duarte, 2005); sin embargo solo 

Dll1 es esencial, ya que produce letalidad temprana a E12.5. Se expresa durante la 

gastrulación y organogénesis temprana, y durante el desarrollo del SNC en casi 

todo el tubo neural, incluyendo la PP mesencefálica (Bettenhausen et al., 1995). De 

manera interesante, a diferencia de otras regiones del cerebro, la PP del 

mesencéfalo que expresa Dll1 (Ono et al., 2007), se ha asociado con la peculiar 

actividad neurogénica de esta región (Hynes et al., 1995; Andersson et al., 2006a; 

Ono et al., 2007). Experimentos de mapa de destino han mostrado que las neuronas 

dopaminérgicas mesencefálicas se originan de precursores dentro de la PP (Ono et 

al., 2007; Bonilla et al., 2008). Además, Dll1 podría jugar una función en el 

posicionamiento, mantenimiento y establecimiento de patrones de las neuronas 

dopaminérgicas.  

La expresión de DII3 en el SNC del ratón es temporal de E9 a E11 e incluye el 

mesencéfalo, pero no se expresa en la PP de esta región (Kusumi et al., 2001). Por 

otra parte los ligandos Jagged1 y Jagged2, no son esenciales para el desarrollo 

temprano del ratón y no se expresan en el SNC (Kiernan et al., 2006; Xu et al., 2010).   

DII4 está relacionado con el desarrollo vascular y arterial principalmente. Esta 

función ha sido relacionada con experimentos de pérdida y gane de función tanto 
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en humanos como en ratón y en pez cebra. Específicamente en ratón, experimentos 

de pérdida de función han mostrado que la haploinsuficiencia del ligando DII4 es 

necesaria para el establecimiento de patrones de arterias durante el desarrollo 

(Duarte et al., 2004; Gale et al., 2004; Krebs et al., 2004).  

Miemb
ro Vía 
Notch 

Expresión en el 
mesencéfalo 
embrionario 

PP Fenotipo Cita 

N1 Si Si 
Letal E10. Alteraciones diversas en 
el embrión, hemorragias en el  SNC 

Conlon et al., 1995 

N2 Si No 
Letal E10.5. Placa del techo 

alterada en diencéfalo y 
mesencéfalo 

Kadokawa y 
Marunouchi, 2001 

N3 Si No Viable 
Kitamoto et al., 

2005 

N4 No No Viable Krebs et al., 2000 

Dll1 Si Si 
Letal E12.5 Alteraciones diversas en 
el embrión, hemorragias en el  SNC 

Hrabe de Angelis 
et al., 1997; Ono et 

al., 2007 

Dll3 Si no Viable Kusumi et al., 2001 

Dll4 No no 
Requerido para el desarrollo 

vascular 

Duarte et al., 2004; 
Gale et al., 2004; 
Krebs et al., 2004 

J1 No No Viable. Desarrollo del oído Kiernan et al., 2006 

J2 No No 
Letal hasta el nacimiento. 

Malformidades  en extremidades y 
craneofaciales 

Xu et al., 2010 

Tabla 1. Patrones de expresión de receptores y ligandos de la vía Notch en 

murinos 
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El bloqueo de esta vía a diferentes niveles provoca diferenciación prematura de las 

CPN ocasionando una reducción en el número y la gama de tipos celulares tardíos 

(Kageyama y Ohtsuka, 1999; Hatakeyama et al., 2004). De esta forma, la señal de 

Notch es un componente esencial de los mecanismos que permiten la producción 

de la diversidad de tipos celulares que forman las complejas estructuras del cerebro, 

aparentemente de células neurales equivalentes. A pesar de lo anterior, se sabe 

muy poco sobre el papel de la señalización de Notch en la generación de regiones 

específicas del cerebro y de tipos específicos de neuronas.  

II.- ANTECEDENTES 

Muchos desórdenes neurológicos son asociados con el mal funcionamiento o la 

degeneración de tipos particulares de neuronas. En la Enfermedad de Parkinson 

(EP), las neuronas dopaminérgicas del mesencéfalo son las afectadas (Vogt 

Weisenhorn et al., 2016). Ésta enfermedad neurodegenerativa es el segundo 

desorden más común, después de la Enfermedad de Alzheimer (Xu et al., 2017) y 

es en la cual nos enfocaremos en este trabajo.  

La causa exacta que provoca la EP es desconocida hasta el momento (Aaseth et 

al., 2018; Surmeier, D.J., 2018), por esta razón las estrategias a seguir para el 

tratamiento de esta enfermedad son básicamente aliviar los síntomas y conferir 

neuroprotección mediante el uso de fármacos como levodopa, agonistas de la 

dopamina, anticolinérgicos (Sarkar et al., 2016; Rizek et al., 2016); terapias 

alternativas como la fisioterapia, terapia de lenguaje, ejercicio, terapia ocupacional 

(Sarkar et al., 2016; Rizek et al., 2016), tratamientos quirúrgicos como la 

estimulación profunda del cerebro (Gokbayrak et al., 2014), gel intestinal levodopa-

carbidopa (Lopiano et al., 2016); terapias de reemplazo celular (Li et al., 2016; 

Stoker y Barker, 2018; Man et al., 2018); y más recientemente terapia génica 

(Valdés y Schneider, 2016; Stoker y Barker, 2018; Man et al., 2018).  

El tratamiento de las enfermedades neurodegenerativas por modulación química de 

células existentes no es satisfactoria, a veces,  porque algunos tipos de neuronas 

se pierden. Por esta razón, el trasplante celular es una estrategia prometedora para 
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mejorar las funciones neurales. Uno de los retos en este campo es generar grandes 

cantidades de neuronas específicas in vitro. Sin embargo esos métodos no son lo 

suficientemente eficientes para generar tipos neuronales requeridos, porque los 

factores de crecimiento inducen la expresión de un gran grupo de genes de varias 

vías de señalización.  

Se reportó el primer caso de un paciente, el cual recibió un trasplante unilateral de 

tejido mesencefálico ventral 24 años antes de su muerte. Los resultados post-

morten identificaron los 3 injertos en el putamen dorsal, sin embargo 

aproximadamente el 24% de neuronas que contenían gránulos de neuromelanina 

no tuvieron inmunoreactividad detectable de Th, sugiriendo la represión de la Th. El 

paciente mostró mejoría clínica por al menos una década después del trasplante. 

Después de un cuarto de siglo, la inervación seguía siendo evidente, inclusiones 

α-sinucleína-positivas (algunas con la aparición de cuerpos de Lewy típicos) 

estaban presentes en el 11-12% de las neuronas dopaminérgicas injertadas, lo que 

refleja la propagación de la patología desde el cerebro del huésped hasta el 

trasplante. Las mejoras clínicas se perdieron gradualmente a partir de 14 años tras 

el trasplante, lo que indica que incluso la reinervación dopaminérgica derivada de 

un injerto extenso pierde su eficacia en un cerebro gravemente degenerado (Li et 

al., 2016). 

En cuanto a terapia génica, se realizó un estudio al azar, doble ciego, utilizando una 

combinación de genes para ácido glutámico descarboxilasa (GAD65 y GAD67), 

mediante la liberación de un vector viral adenoasociado-2 (AAV2) en el núcleo 

subtalámico bilateral. La meta terapéutica fue la transformación de la modulación 

glutamatérgica a GABAérgica que permitiera regular la actividad neuronal en el 

núcleo subtalámico y, de esta manera, mejorar las características motoras de la EP. 

Los pacientes fueron analizados por 12 meses mediante análisis de PET y 

mostraron mejoría según la escala UPDRS (Unified Parkinson´s Disease Rating 

Scale) comparados con el grupo control (Niethammer et al., 2017). Sin embargo, los 

resultados todavía no son concluyentes debido a que no se han podido evaluar en 

un tiempo prolongado. 
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Las investigaciones relacionadas con el reemplazo celular se enfocan en analizar 

los factores involucrados en la generación de tipos celulares específicos y en 

elucidar mecanismos moleculares que regulan la proliferación y diferenciación de 

las CTN. Su autorrenovación y su capacidad de diferenciar en muchos tipos 

celulares, las hacen herramientas invaluables para explotarlas como agentes 

terapéuticos en medicina regenerativa.  

La vía Notch se ha estudiado en las CTN porque existe evidencia de que regula el 

mecanismo molecular del balance entre el mantenimiento y la diferenciación 

(Gaiano y Fishell, 2002; Yoon y Gaiano, 2005; Louvi y Artavanis-Tsakonas, 2006, 

Imayoshi et al., 2010; Zhang et al., 2018; Cheung et al., 2018). La habilidad de 

formar neuronas continuamente durante el desarrollo, depende del balance 

coordinado entre el mantenimiento de las CTN y la diferenciación. Por un lado, el 

mantenimiento incompleto y la diferenciación neuronal prematura pueden agotar el 

grupo de CTN y, consecuentemente, reducir el suministro de nuevas neuronas. Por 

otro lado, incrementar el mantenimiento de las CTN a expensas de la propia 

diferenciación, podría perjudicar la habilidad de las CTN para generar un número 

suficiente de nuevas neuronas.  

a.- Notch y el mantenimiento del estado indiferenciado 

La activación de la señal de Notch induce la expresión de genes represores de la 

transcripción como la familia Hes (Ohtsuka et al., 1999; Hirata et al., 2001; 

Hatakeyama et al., 2004; Kageyama et al., 2007, 2008; Kameda et al., 2011) y Hey 

(Leimeister et al., 1999), mediante la unión a secuencias blanco en el ADN (ejemplo: 

Mash1, Ngn2, Hes1) y reclutando co-represores para evitar la transcripción de 

genes proneurales y el mantenimiento de células troncales y progenitoras. Esta 

función es, tal vez, la mejor estudiada de la vía Notch. Se ha estudiado tanto en 

cerebros en desarrollo como en cerebros adultos y se ha encontrado que Notch es 

necesario para el mantenimiento de las CTN y para el propio control de la 

neurogénesis en ambas etapas (Imayoshi et al., 2010). La sobreexpresión de los 

genes Hes en embriones de ratón, inhiben la neurogénesis y mantiene a las CTN 

(Ishibashi et al., 1994; Ohtsuka et al., 2001). Por el contrario, en el ratón knock-out 



30 
 

de Hes1, la expresión de genes proneurales como Mash1 se activan y la 

neurogénesis se acelera (Ishibashi et al., 2015). Sin embargo, aunque la expresión 

de Hes5 se active, los defectos son relativamente leves en el ratón Hes1-/- . En los 

dobles mutantes Hes1/Hes5, los defectos son más severos que en el mutante Hes1, 

aunque todavía permanecen muchas CTN en el sistema nervioso en desarrollo, 

sugiriendo que Hes3 compensa los defectos hasta cierto punto (Ohtsuka et al., 

1999). En contraste, en los triples mutantes Hes1/Hes3/Hes5, a pesar de que se 

siguen formando las células neuroepiteliales hasta el día E8, no se logran mantener 

y diferencian prematuramente en neuronas de tipo temprano y las CTN se agotaron 

sin permitir la formación de tipos celulares tardíos. También se observó que genes 

proneurales como Mash1 y Ngn2 se sobreactivaron (Hatakeyama et al., 2004). En 

estos mutantes, todas las células comienzan a ser neuronas en la médula espinal 

en desarrollo a los E10, indicando que Hes1, Hes3 y Hes5 son responsables del 

mantenimiento de todas las CTN en esta región (Hatakeyama et al., 2004). De esta 

forma, los genes Hes son esenciales para la generación de toda la diversidad de 

tipos celulares mediante el mantenimiento de las CTN hasta estados tardíos.  

Un mecanismo que se ha asociado con el mantenimiento de los progenitores en 

el SNC en desarrollo son las oscilaciones de genes proneurales. Se ha observado 

que los genes proneurales y Delta1 son expresados en un patrón de “sal y 

pimienta” antes del nacimiento de las neuronas (Kageyama et al., 2008; 

Kawaguchi et al., 2008; Kageyama et al., 2009; Barton y Fendrik., 2013). Después 

de la activación de la transcripción de Hes1 por la señal de Notch, la proteína Hes1 

reprime su propia expresión mediante la unión directa a las secuencias de la caja-

N de su propio promotor (Hirata et al., 2000). Los productos del gen Hes1, tanto el 

mARN y la proteína, son muy inestables, con un tiempo de vida media de 

aproximadamente 20 min y después desaparecen rápidamente, indicando que su 

autorrepresión es corta y temporal. La desaparición de la proteína Hes1 permite la 

siguiente ronda de expresión. 

En CTN, Hes1 reprime la expresión de genes proneurales, moléculas de la vía 

Notch y reguladores del ciclo celular (Kobayashi y Kageyama, 2014). Imágenes en 
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tiempo real han mostrado que tanto Ngn2 como DII1 se expresan de manera 

oscilatoria en las CTN. Estas oscilaciones son específicas en CTN indiferenciadas 

y no se observan en neuronas diferenciadas. Ngn2 activa la expresión de DII1, la 

cual activa Hes1 vía la señal de Notch en células vecinas para reprimir la expresión 

de Ngn2 y DII1 y, de esta manera, mantener el estado indiferenciado. La expresión 

de Ngn2 comienza a ser sostenida cuando la expresión de Hes1 se reprime, de esta 

forma se promueve la diferenciación neuronal (Fig. 7).   

Lo que estos resultados sugieren es que la oscilación de Hes1 regula las 

oscilaciones de Ngn2 y Dll1, lo cual provoca el mantenimiento de los progenitores 

por activación mutua de la señal de Notch (Shimojo et al., 2008; Kobayashi et al., 

2009; Shimojo et al., 2011; Shimojo et al., 2016; Kageyama et al., 2018).  

 

 

 

 

b.- Notch y la diferenciación de células troncales neurales 

Durante la fase de neurogénesis en el desarrollo del cerebro, solo una población de 

CPN diferencia a neuronas, porque otro grupo de células permanece en estado 

indiferenciado. La proporción de células que diferencian y las indiferenciadas es 

clave para determinar el tipo y número correcto de neuronas producidas en cada 

estado de desarrollo. Se ha acumulado evidencia que sugiere que no solo el 

Figura 7. Modelo de las oscilaciones en la señal de Notch. 

Los niveles tanto de Hes1, Ngn2 y DII1 son oscilatorios en progenitores neurales. En neuronas 
postmitóticas inmaduras, Hes1 es reprimido, mientras que Ngn2 y Dll1 son activados de manera 
sostenida. Tomado de Shimojo et al., 2008.   
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mantenimiento de la pluripotencia, sino también la diferenciación de progenitores 

hacia un linaje comprometido de CTPs, es regulado por la interacción de factores 

de transcripción llamados reguladores de la troncalidad, por ejemplo Oct4, Sox2, 

Nanog, Notch (Boyer et al., 2005; Halder et al., 2015).  

Recientemente se identificó que la activación temprana de la vía Notch es una 

característica común en los inductores más potentes de diferenciación neural 

(Teratani-Ota et al., 2016). Se analizaron los cambios en el perfil de expresión de 

185 genes que codifican para factores de transcripción involucrados en 

diferenciación neural. Para encontrar factores tempranos que controlen la 

diferenciación de CTE hacia destinos neurales, enriquecieron el cultivo con PSA-

NCAM durante la fase de diferenciación. De entre más de los 500 genes analizados 

con la más alta covarianza, dos de cada tres categorías en la base de datos Gene 

Ontology estuvieron asociadas con la vía de señalización Notch. Los genes 

asociados con la vía Notch incluyeron: Dll1, Dll3, Dll4, Hes5, Heyl, Dner, Ascl1, 

Neurod4, Nrarp, Bmp2, Trp63, Mnfg, Lfng y Aph1b/c. Adicionalmente, se enfocaron 

en aquellos factores de transcripción que se activaron en tipos celulares específicos 

y se encontró que Ascl1, Smad7, Nr2fl, Dlx2, Dlx3, Nr2f2, Barhl2 y Lhx1 fueron 

factores de transcripción que promovieron la generación hacia el linaje GABAérgico. 

Así mismo, Lmx1a y Nr4a2 fueron los inductores de neuronas dopaminérgicas y 

Fezf1,  Isl1 y St18 fueron los inductores de neuronas colinérgicas (Teratani-Ota et 

al., 2016). Por lo anterior, se sugiere que la vía Notch podría ser un factor crucial 

temprano que facilita la diferenciación de CTEs hacia destinos neurales.  

La vía de señalización Notch también ha sido implicada en la selección de 

progenitores neurales. Al analizar los perfiles de expresión génica global en 

telencéfalos embrionarios, se observó que los patrones de expresión de Dll1, el 

ligando de Notch y la forma activa de Notch1 fueron mutuamente excluyentes y 

segregados en distintas poblaciones de progenitores: los progenitores apicales 

mostraron una señal fuerte de Dll1 que se desvaneció a medida que las células 

migraban de la ZV y ésta atenuación indujo inmediatamente la diferenciación de los 

progenitores apicales en progenitores basales (Kawaguchi et al., 2008).  
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Los patrones de expresión de Dll1 y Notch son mutuamente excluyentes y 

segregados en distintas poblaciones en la ZV del telencéfalo embrionario. En 

experimentos de sobreexpresión y deleción condicional de Dll1, se encontró que 

diferentes niveles de expresión de Dll1 pueden determinar la proporción de células 

diferenciadas entre CPNs mediante interacciones célula-célula. En particular, la 

deleción de Dll1 en una pequeña proporción de CPN fue un prerrequisito para la 

diferenciación neuronal, lo que estos resultados sugieren es que el mecanismo de 

inhibición lateral de Notch en el cerebro en desarrollo contribuye a la selección de 

la diferenciación celular entre CPN no comprometidas (Kawaguchi et al., 2008).  

Esta función de Notch de seleccionar entre distintos tipos celulares también ha sido 

observada en el cerebro posterior y la médula espinal. A diferencia de escoger entre 

CPN no comprometidas, la vía de señalización de Notch también ha mostrado tener 

influencia entre células que están comprometidas hacia un linaje específico, por 

ejemplo entre interneuronas V2b y V2a. En un trabajo realizado por Brown y 

colaboradores, elaboraron un protocolo de diferenciación de interneuronas V2a de 

células troncales embrionarias de ratón. La señal de Notch, la cual influye en el 

compromiso de células progenitoras p2 a interneuronas V2a o V2b, fue inhibida con 

DAPT en cultivos celulares para incrementar el porcentaje de interneuronas V2a. La 

expresión de Gata3, un marcador de interneuronas V2b, fue significativamente 

reprimida mientras que la expresión de Chx10, un marcador de interneuronas V2a, 

fue activada después de la adición de 5 M de DAPT al medio de inducción. La 

citometría de flujo mostró que la adición de DAPT incrementó casi 8 veces las 

células Chx10+. Estos resultados confirman que la inhibición de la señal de Notch1 

incrementa el compromiso de V2a sobre V2b (Brown et al., 2014); lo cual sugiere 

que la vía de señalización Notch juega un papel en la determinación de tipos 

celulares específicos.  

En otro estudio se analizó la interacción de distintas vías involucradas en la 

neurogénesis (Wnt/-catenina, Notch y Shh), mediante el uso de pequeñas 

moléculas sintéticas inductoras de la neurogénesis en un cultivo celular al cual 

previamente se le inhibió la troncalidad. Cultivo de células P19 fueron transducidas 
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con la proteína Skp (un inhibidor de Sox2) e incubadas con Nz (neurodazina) o Nzl 

(neurodazola), ambas moléculas inductoras de la neurogénesis. Las células P19 

fueron selectivamente convertidas a neuronas que generaron depolarización 

inducida por sodio y potenciales de acción, lo cual indicó que las neuronas 

producidas fueron electrofisiológicamente activas. Los resultados de las 

inmunohistoquímicas, junto con el análisis del transcriptoma concluyeron que la 

combinación de Skp con inductores de la neurogénesis, aumentó la activación de 

las vías Wnt y Notch, mientras que no ocurrieron cambios significativos en genes 

de la vía Shh. Así, las vías de señalización Wnt y Notch están principalmente 

involucradas en promover diferenciación neuronal general a través de Nz o Nzl en 

células P19 transducidas con Skp (Halder et al., 2015).  

Otra estrategia de cultivo que se ha utilizado para analizar la función de Notch es 

el uso de neuroesferas, las cuales son agregados enriquecidos con CPN. Se 

examinó la función de la señalización de Notch en la generación de neuronas y 

glía mediante la elaboración de neuroesferas provenientes de telencéfalos de 

embriones mutantes DII1lacZ/lacZ. Con éste método se logró obtener más del 50% 

de células que expresaban MAP2 después de 48 horas de cultivo en poliornitina, 

lo que significa que las neuronas fueron el mayor tipo celular generado 

(Grandbarbe et al., 2003). Este incremento en neuronas tuvo lugar a expensas del 

linaje glial, como evidencia la disminución de células GFAP+ y PDGFR+ que 

marcan astrocitos y células precursoras de oligodendrocitos respectivamente. Se 

concluyó que la señal de Notch juega un papel importante en la diferenciación de 

los linajes de las CTN, sin embargo en este trabajo tampoco se analizaron subtipos 

de neuronas específicas.  

c.- Notch y la diferenciación hacia linaje dopaminérgico 

Se examinó el efecto de diferentes inhibidores de la -secretasa en la vía de 

señalización Notch y, particularmente, se evaluó el impacto de dos moléculas 

pequeñas, el compuesto E (C27H24F2N4O3) y DAPT ((2S)-N-[(3,5-Difluorofenil) 

acetil]-L-alanil-2-fenil] glicina 1,1-dimetiletil éster) en la diferenciación de 

neuroesferas y la maduración de tejido nervioso generado mediante ingeniería 
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(ENT: engineered nervous tissue). Con este protocolo generaron tejido nervioso de 

vida larga que contiene neuronas dopaminérgicas maduras de hPSCs (Células 

Troncales Pluripotentes Humanas) con características morfológicas A9 típicas. 

(Tieng et al., 2014). La estrategia de cultivo 3D después de 1 semana, generó 80% 

de células que expresaron marcadores de la PP como FoxA2 y Lmx1a, y más del  

60% de células fueron Th+ y la mayoría co-expresó Nurr1 y FoxA2. Sin embargo el 

número de células Th+ disminuyó del 60% al 30% después de una semana de 

cultivo, cuando se usaron para generar ENT. Los inhibidores de la -secretasa 

fueron agregados al cultivo en suspensión entre los días 10 y 21, durante la 

formación de ENT, encontrándose que el compuesto E fue más eficiente que el 

DAPT para generar neuronas dopaminérgicas.  

Aun cuando las estrategias para aminorar los síntomas de la EP son muy variadas, 

todavía falta mucho conocimiento de los factores involucrados en las vías de 

señalización que interactúan en la generación de las neuronas dopaminérgicas del 

cerebro medio. En particular, se conoce muy poco acerca del papel de la 

señalización de Notch en el control de la neurogénesis dopaminérgica y el número 

de neuronas dopaminérgicas producidas.  

Ya que tanto el ligando DII1 y Notch1, los miembros de la vía canónica, se expresan 

en la PP mesencefálica; y ya que la PP de esta región es donde se generan los 

precursores mDA, es posible que la vía Notch influya de alguna manera en la 

especificación y/o el desarrollo de las neuronas DA mesencefálicas. Por lo tanto, 

proponemos estudiar si la ausencia de la vía de Notch, específicamente en un ratón 

nulo en Deltalike-1, repercute durante la generación del linaje dopaminérgico 

mesencefálico ventral.   

Por lo anterior, proponemos la siguiente hipótesis y objetivos. 
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III.- HIPÓTESIS 

“El ligando Deltalike-1 está involucrado en la especificación y/o diferenciación de las 

células precursoras neurales mesencefálicas de ratón”. 

IV.- OBJETIVOS  

a.- Objetivo general 

Caracterizar a nivel celular la expresión de genes de especificación y diferenciación 

neuronal en el mesencéfalo de embriones nulos en DII1.  

b.- Objetivos particulares 

 Analizar la expresión de proteínas y mARN de precursores neurales 

generales (Nestina, Msx1, Sox1/2, Mash1, Nurr1, Ngn2), en cultivo de 

explantes y cortes de mesencéfalos embrionarios de ratones DII1-/-. 

 Analizar la expresión de proteínas y mARN de  precursores dopaminérgicos 

(Lmx1a, Nkx6.1, Foxa2) en cultivo de explantes y cortes de mesencéfalos 

embrionarios de ratones nulos en DII1. 

 Analizar la expresión de proteínas y mARN de diferenciación neuronal 

general (βIII-tubulina, NeuN, MAP2, GFAP) en cultivo de explantes y cortes 

de mesencéfalos embrionarios de ratones nulos en DII1. 

 Analizar la expresión de proteínas y mARN de diferenciación dopaminérgica 

mesencefálica (Th, Pitx3, Dat, Vmat) en cultivo de explantes y cortes de 

mesencéfalos embrionarios de ratones nulos en DII1. 

 Generar y analizar la capacidad neurogénica de neuroesferas provenientes 

de mesencéfalos embrionarios de ratones nulos en DII1. 
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V.- METODOLOGÍA  

La estrategia experimental consistió en el análisis de cortes de mesencéfalos 

embrionarios de ratón a distintas etapas de desarrollo, del cultivo de explantes y del 

cultivo de neuroesferas.  

a.- Mantenimiento de la línea transgénica de ratón Dll1+/lacZ 

La línea Dll1+/lacZ de ratón en el fondo genético CD1 fue donado por el Dr. Oliver 

Pourquié del Stowers Institute for Medical Research and Howard Hughes Medical 

Institute. La mutación resultó del reemplazamiento del exón1 por el gene lacZ en el 

marco de lectura, como describe Hrabé de Angelis y colaboradores (Hrabe de 

Angelis et al., 1997). El alelo mutado se mantiene en el estado heterócigo, debido a 

que los ratones homócigos Dll1lacZ/lacZ mueren en el día embriónico (E) 12.5 

aproximadamente, antes que la gliogénesis comience.  

Los cebadores que se utilizaron para genotipificar son los siguientes: Dll80 

GTTGCACCACAGATGAAACGC y Dll82 AAGCCAGACGAAGAGGAAACCG los 

cuales detectan un fragmento de 673 pares de bases indicativo del alelo mutado; 

Dll82 y WT2 TTGGGGATGGACAGCTGATCG los cuales detectan un fragmento de 

373 pares de bases indicativo del alelo silvestre.  

b.- Genotipificación de los embriones 

Para determinar el genotipo de cada ratón se realizó la extracción del ADN a partir 

de un extremo de la cola en el caso de animales adultos, o bien, parte de la región 

posterior del cuerpo en el caso de los embriones. Después de obtener el ADN 

genómico de cada individuo, se determinó el genotipo de los animales mediante la 

reacción en cadena de la polimerasa (PCR), usando las siguientes condiciones: 

95ºC/3´, 95ºC/30´´, 57ºC/30´´, 72ºC/1´por 40 ciclos, 72ºC/10´).  

c.- Análisis de la expresión del gen reportero 

El ratón nulo en DII1 contiene una secuencia del gen lacZ que codifica para la enzima 

β-galactosidasa. X-gal es un compuesto que es hidrolizado por la β-galactosidasa a 
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galactosa y 5-bromo-4-cloro-3-hidroxindol. Este último es oxidado a 5-5´-dibromo-

4,4´-dicloro índigo, un compuesto azul insoluble. De esta forma X-gal se utilizó para 

visualizar la expresión indirecta de la proteína Dll1. Después de disectado el embrión 

se lavó con PBS frío y se fijó con formaldehido al 2% x 2 hr, posteriormente se enjuagó 

3 veces con PBS 1x.  Se tiñó el embrión con x-gal: 40 mg/ml disuelto en 

dimetilformamida por 15 min aproximadamente hasta que comenzó la tinción y se 

detuvo para evitar la saturación de la misma. Se enjuagó con PBS 3 veces por 10 min 

y se almacenó.   

d.- Cultivo de explantes en colágena 

Los explantes de cerebro medio se realizaron como describe Baizabal y 

Covarrubias (Baizabal y Covarrubias, 2009). Brevemente, los explantes de 

mesencéfalo se obtuvieron de ratones silvestre y Dll1lacZ/lacZ de E10.5, se disectó 

la parte anterior del mesencéfalo hasta el labio rómbico, posteriormente se cortó 

la línea media dorsal del explante y el tejido se embebió en una matriz de 

colágena con la superficie ventricular expuesta hacia arriba. La mezcla de 

colágeno contuvo: colágeno de rata (100 µl; donado por el Dr. Alfredo Varela-

Echavarría), 1.5 M de NaCl (10 µl), 7.5% de NaHCO3 (10 µl) y medio cultivo de 

explantes (300 µl). El medio de cultivo de explantes estuvo compuesto de 

Optimem con Glutamax (7.2% v/v), DMEM-F12 (25% v/v) de GIBCO, glucosa 2M 

(2% v/v) de SIGMA, los explantes se incubaron a 37ºC por 1 h para permitir la 

polimerización de la colágena. Posteriormente se añadió el medio de cultivo 

hasta cubrir los explantes. Los explantes se mantuvieron a 37ºC en 5% de 

humedad, 95% de CO2 por 7 días.  

e.- Procedimiento para generar neuroesferas embrionarias primarias 

Las neuroesferas fueron preparadas como describe Grandbarbe et al., 2003: 

mesencéfalos de embriones (E10.5) se disectaron y disociaron mecánicamente en 

un medio de cultivo de neuroesferas libre de suero fetal bovino (SFB), el cual estuvo 

formado por DMEM:F12 (1:1) suplementado con 25 g/ml de insulina, 100 g/ml de 

transferina, 20 nM de progesterona, 60 M de putrescina, 30 nM de selenita de 
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sodio, 2  M de heparina, glutamax y 20 ng/ml de EGF. Las células se disociaron y 

depositaron en cajas de 24 pozos, los cultivos se incubaron por 7 días para generar 

neuroesferas primarias. Para la subsecuente expansión, las neuroesferas se 

disociaron mecánicamente y químicamente con tripsina al 0.1%. Se generaron 

neuroesferas secundarias que se crecieron en medio fresco por 3 días.  

f.- Procedimiento para la diferenciación de las neuroesferas 

Las neuroesferas secundarias fueron transferidas a cajas de 20 pozos cubiertas con 

poli-D-lisina (4 μg/ml) y laminina (5 μg/ml) y cultivadas en medio de cultivo de 

neuroesferas sin factores de crecimiento con 2 ng/ml de  EGF y con 10% de SFB. 

Para incrementar la supervivencia de las neuroesfera mutantes, la diferenciación de 

los cultivos no excedió los 3 días (Grandbarbe et al., 2003).  

g.- Procesamiento del tejido e inmunofluorescencia 

El cultivo de explantes y los cortes de tejido de mesencéfalo se procesaron como 

describe Baizabal y Covarrubias, 2009. Todas las secciones coronales analizadas 

fueron perpendiculares a la tangente cerca del punto medio a la flexura 

mesencefálica y a aquellas que mostraban el neuroepitelio ventral completo. Por lo 

tanto, el área externa anterior y mesencefálica posterior fueron excluidas. Las 

secciones de tejido fueron incubadas con la mezcla apropiada de anticuerpos (Tabla 

2). Para determinar la proliferación celular activa, los ratones gestantes fueron 

inyectados con 50 l de BrdU (50 g/l; Sigma-Aldrich) 1 h antes de sacrificar; la 

incorporación de BrdU fue detectada por immunoflorescencia. Por otro lado, el 

ensayo de TUNEL (Roche) fue usado para detectar células apoptóticas en 

secciones de cerebro de embriones.  

Las preparaciones fueron coteñidas con DAPI (1:10,000; Invitrogen) y analizadas 

para inmunofluorescencia usando un microscopio confocal Zeiss LSM 510  y un 

microscopio Zeiss Apotome Axio Observer ZI.  
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Anticuerpo 
primario 

Especie Dilución Origen 

Anti-Nestina Ratón 1:500 Chemicon 

Anti-NeuN Ratón 1:100 Chemicon 

Anti-Nkx6.1 Ratón 1:2 
Developmental Studies 
Hybrydoma Bank 

Anti-Nkx2.2 Ratón 1:2 
Developmental Studies 
Hybrydoma Bank  

Anti-βIII tubulina Conejo 1:1000 Covance  

Anti-GFAP Conejo 1:250 Dako 

Anti-TH Conejo 1:500 Chemicon  

Anti-Lmx1a Conejo 1:100 
Donado por Dr. Michael 
German, UCSF E.U. 

Anti-Foxa2 Conejo 1:8000 
Donado por Dr. Ariel Ruiz I. 
Altaba, University of Geneve 
Medical School. 

Anti-Otx2 Conejo 1:3000 Millipore 

Anti-5-HT Rata 1:200 Millipore 

Anti-BrdU Ratón 1:100 BD Biosciences 

Anti-ratón IgGs 
acoplada a 
AlexaFluor 488 

Cabra 1:1000 Molecular Probes 

Anti-conejo IgGs 
acoplada a 
AlexaFluor 594 

Cabra 1:1000 Molecular Probes 

Anti-rata IgGs 
acoplada a 
AlexaFluor 647 

Cabra 1:1000 Molecular Probes 

 
Tabla 2. Lista de anticuerpos utilizados 
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h. PCR en tiempo real cuantitativa 

El ARN total fue extraído con TRIzol (Invitrogen) siguiendo las indicaciones del 

fabricante. El cerebro medio ventral (definido como un cuarto del mesencéfalo 

alrededor de la línea media) de embriones fue disectado y agrupado para la 

extracción del ARN de, al menos, dos camadas en cada estado de desarrollo 

probado. No se usaron mesencéfalos individuales por los rápidos cambios que 

ocurren en la expresión de genes en esta ventana de tiempo y por el bajo 

rendimiento de ARN. Para los explantes, 3 explantes de mesencéfalo de cada 

condición y/o estado de cultivo fueron colectados por experimento; al menos dos 

experimentos se realizaron por condición y/o estado de cultivo. La primera cadena 

de cDNA fue sintetizada usando AMV Reverse Transcriptase (Invitrogen) y el 

cebador oligo-dT16. La RT-PCR fue realizada usando la mezcla KAPA SYBR FAST 

(KAPA Biosystem) en presencia de cebadores específicos (Tabla 3) y el 

termociclador Rotor-Gene 3000 (Corbett Research). La expresión del gen fue 

evaluada usando el método Ct. El gen constitutivo Rplp0 se utilizó para normalizar 

los niveles de expresión.  

i. Análisis cuantitativos 

Los datos están basados en 3 experimentos independientes, en los cuales un 

promedio de 3 muestras con el mismo tratamiento se analizaron por experimento. 

Para la cuantificación de los explantes y de las secciones de tejidos se analizó un 

solo plano óptico independiente, dentro de los planos apilados. La cuantificación es 

el promedio del porcentaje de células positivas para un marcador dado, en al menos 

3 tejidos diferentes. Los asteriscos identifican grupos experimentales que son 

significativamente diferentes del grupo control mediante una prueba-t. Se 

consideran significativas las diferencias si los valores de P son menores de 0.05.  

Los resultados se expresan en porcentaje del total de células teñidas con DAPI. Las 

gráficas se muestran como media ± desviación estándar. 
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Tabla 3. Oligonucleótidos para RT-PCR* (Trujillo-Paredes et al., 2016) 

-
G ene Seque nce 
Da' Forward: CATTGCCACATCCTCCAT GG 

Reverse: TAGGCCAGTTTCTCTCGGAA 
0111 Forward: TCAGATAACCCTGACGGAGGC 

Reverse: AGGTAAGAGTTGCCGAGGTCC 
0113 Forward: GATGCCTTTTACCTGGGCCTG 

Reve~e: ATCGAAGCCCGTAGAATCCC 
0114 Forward: CAGTTGCCCTTCAATTTCACCT 

Reverse: AGCCTTGGATGATGATTTGGC 
Foxa2 Forward: CTGGGAGCCGTGAAGATGGA 

Reverse: ATTCCAGCGCCCACATAGGA 
Hes1 Forward: TGAAGGATTCCAAAAATAAAATTCT CTGGG 

Reverse: CGCCTCTTCTCCATGATAGGCTTTGATGAC 
Hes5 Forward: AGATGCTCAGTCCCAAGGAG 

Reverse: TAGCCCTCGCTGTAGTCCTG 
Lmx1a Forward: GGACCATAAGCGACCCAAAC 

Reverse: CTGAACCACACGGACACTC 
M ap2 Forward: TTCTTTTGCTTGCTCGGGATT 

Reverse: ATACAGGGCTTGGTTTATTTCAGAGA 
Msx1 Forward: GCCTCTCGGCCATTTCTCAG 

Reverse: CGGTTGGTCTTGTGCTTGCG 
Msx2 Forward: CTCGGTCAAGTCGGAAAATTC 

Reverse: GTTGGTCTTGTGTTTCCTCAG 
Nestin Forward: TGAGAACTCTCGCTTGCAGACAC 

Reverse: GGTCCTCTGGTATCCCAAGGAAATG 
Ne uN Forward: CCTCTCGCGCCCCTTG 

Reverse: AGCACTAGGTTCTCACAGGC 
Ngn2 Forward: GCTGTGGGAATTTCACCTGT 

Reverse: AAATTTCCACGCTTGCATTC 
Notch1 Forward: CCCTTGCTCTGCCTAACGC 

Reverse: GGAGTCCTGGCATCGTTGG 
Notch2 Forward: GCAGGAGCAGGAGGTGATAG 

Reverse: GCGTTTCTTGGACTCTCCAG 
Nurr1 Forward: TCAGAGCCCACGTCGATT 

Reverse: TAGTCAGGGTTTGCCTGGAA 
Pitx3 Forward: GGAATCGCTACCCTGACATGAG 

Reverse: TGAAGGCGAACGGGAAGGTCT 
RpfpD Forward: CACTGGTCTAGGACCCGAGAA 

Reverse: AGGGGGAGATGTTCAGCATGT 
Sox1 Forward: GGCCGAGTGGAAGGTCATGT 

Reverse: TCCGGGTGTTCCTTCATGTG 
Sox2 Forward: CATGAGAGCAAGTACTGGCAAG 

Reverse: CCAACGATATCAACCTGCATGG 
Tau Forward: TTCTGTCCTCGCCTTCTGTC 

Reverse: CGGCTTTTAAGCCATGGTCC 
Th Forward: TGGGACACGTACCCATGTTG 

Reverse: ACCAGTACACCGTGGAGAGT 
Vmat2 Forward: GCGAGCATCTCTTATCTCATTGG 

Reverse: AAATGCTGATCCCAACAACTATCA 
G3- Forward: ATCAGCAAGGTGCGTGAGGAG 
Tubulin Reverse: ATGGACAGGGTGGCGTTGTAG 
• - - -A l! pnm ers were t ested t o r s pec lfiClty and efflc lency befo re u se 
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VI.- RESULTADOS  

a.- DII1 y Hes5 son mediadores de la señal de Notch en el nicho dopaminérgico 

mesencefálico 

La distribución del transcrito de DII1 en el mesencéfalo en desarrollo ha sido 

determinado previamente por hibridación in situ; sin embargo, probablemente 

debido a las limitantes cuantitativas de esta técnica, el patrón de expresión no ha 

sido bien definido, mostrando una distribución dispersa con un aparente alto número 

de células positivas hacia el área subventricular (Kele et al., 2006; Deng et al., 

2011). En este trabajo, estimamos la distribución del transcrito de DII1 por 

determinación in situ de la actividad de lacZ en embriones de ratón DII1+/LacZ, 

particularmente al inicio de la diferenciación dopaminérgica. En el mesencéfalo de 

embriones E10.5 y E11.5, la expresión de DII1 ocurrió principalmente en el área 

subventricular con los niveles más altos en la mitad ventral. Particularmente en el 

nicho dopaminérgico a los E10.5, la PP mostró una delgada capa de células teñidas 

con lacZ justo debajo del epitelio ventricular, el cual contrasta con el patrón del 

cerebro posterior (Fig. 8A). En mesencéfalos E11.5, un área subventricular más 

amplia de expresión de DII1 se encontró alrededor de la línea media ventral, 

correspondiente a la localización de progenitores intermediarios (Fig. 8A).  

También se analizó el mARN de miembros de la vía de Notch. A los E11.5, el 

mesencéfalo ventral contuvo altos niveles de mARN de DII1 más que de DII3 o DII4, 

mientras que Notch1 y Notch2 fueron similares (Fig. 8B). Para determinar cómo DII1 

es responsable para la mayoría de la señalización de Notch que ocurre en la PP del 

mesencéfalo en asociación con la diferenciación de neuronas dopaminérgicas, 

comparamos los niveles de expresión de dos genes efectores de Notch; Hes1 y 

Hes5, en el mesencéfalo ventral de ratones de E11.5 que pierden la señal de DII1. 

Tanto Hes1 y Hes5 fueron expresados en muestras silvestres, pero Hes5 fue 

aparentemente 100 veces más abundante que Hes1 (Fig. 8B). La ausencia 

completa de los niveles de DII1 causó una reducción de 30 veces la expresión de 

Hes5, mientras que la expresión de Hes1 solo fue parcialmente afectada (Fig. 8C). 

De acuerdo con esta conclusión, la represión del desarrollo de la expresión de DII1 
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de E11.5 a E15.5 fue mejor correlacionada con los niveles de expresión de Hes5 

(Fig. 8B). Por lo tanto, DII1 y Hes5 son los mediadores rio arriba de la señal de 

Notch en el mesencéfalo ventral en desarrollo.  

 

b.- La señal reducida de Notch, altera el número de precursores 

dopaminérgicos sin afectar su especificación 

Para determinar de qué forma la señal de Notch tiene algún papel en mantener la 

organización del dominio dopaminérgico en el mesencéfalo ventral, comparamos el 

patrón de expresión de los genes que codifican para Lmx1a y Foxa2 en embriones 

Figura 8. Señalización DII1-Notch en el nicho dopaminérgico mesencefálico. 

A) Cerebro medio (MB) o cerebro posterior (HB) de embriones de ratón DII1+/lacZ en el estadio 
indicado, que fueron teñidos para el reportero de lacZ y sus respetivos cortes. PP: placa del piso. 
Barra de escala 100 m. 

B) ARN total extraído de embriones silvestres (agrupados de 10) a diferentes estadios (E11.5, 
E13.5 y E15.5) y los niveles de expresión de los genes indicados fueron determinados por  RT-
qPCR. Note que DII1 y DII3 mostraron un patrón de expresión similar que se relacionó 
cercanamente con el patrón de Hes5. 

C) El patrón de expresión de Hes1 y Hes5 fue determinado en embriones E11.5 con el genotipo 
indicado. Note que hes5 disminuyó marcadamente (cerca de 30 veces) en ausencia de DII1.  
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DII1+/+ y DII1lacZ/lacZ. También determinamos el patrón de expresión de Nkx6.1; este 

gen codifica para un factor de transcripción que se expresa lateralmente al dominio 

de expresión de Lmx1a y es reprimido en las CPNs dopaminérgicas después de su 

propia especificación (Andersson et al., 2006b; Nakatani et al., 2010). La 

especificación de las CPNs dopaminérgicas ocurre entre E9-E10 y los marcadores 

de diferenciación neuronal comienzan a ser detectados desde el E11 con un pico 

entre E12 y E13 (Ang, 2006). Los embriones de ratón nulos en DII1 mueren por el 

día E12 (Hrabé de Angelis et al., 1997), por lo tanto, limitamos los estudios in vivo 

hasta E11.5, estado en el cual la mayoría de los embriones están vivos, aunque con 

anormalidades evidentes (Fig. 9).  

 

Figura 9. Fenotipo de embriones de ratón homócigos para el alelo nulo en DII1. A pesar de 
las anormalidades de embriones de ratón que pierden DII1 a E10.5, el área del mesencéfalo no 
se ve afectado en gran medida. Esto también es aparente a los E11.5 en embriones DII1lacZ/lacZ, 
pero durante la disección fue evidente que el tejido ya está más suave y frágil. La ruptura del 
cerebro a E12.5 está caracterizada por múltiples sitios hemorrágicos tal como previamente se 
había reportado (Habré de Angelis et al., 1997). No se detectaron mayores diferencias entre 
embriones DII1+/lacZ y embriones silvestre y las crías son del mismo peso y tamaño al nacer; se 
observaron cerebros con fenotipos moderados en embriones DII1+/lacZ  pero con baja penetrancia. 
Siempre se detectó una señal más fuerte después de teñir para lacZ en DII1lacZ/lacZ que en 
embriones DII1+/lacZ . La línea que cruza el mesencéfalo al nivel de la flexura mesencefálica (raya), 
representa la posición aproximada del corte. Cabeza de flecha: istmo. 
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Como se observa en la Fig.10, el patrón de distribución de Lmx1a, Foxa2 y Nkx6.1 es 

similar en los mesencéfalos de embriones DII1+/+ y DII1lacZ/lacZ a E10.5 y E11.5; Sin 

embargo, a E11.5, a pesar de que la distribución de cada proteína todavía fue 

observada, el tejido se observó desorganizado y frágil con pocas células Lmx1a+ y 

Foxa2+ en el mesencéfalo del mutante a diferencia de los mesencéfalos silvestres (Fig. 

10B). Note, que dentro de cada dominio de expresión específico, una alta proporción 

de células contenían el marcador correspondiente (Fig. 10B), indicando que la 

disminución en el número de las células especificadas en el mesencéfalo del ratón que 

pierde DII1 no es debido al fallo en mantener el destino dopaminérgico mesencefálico. 

En concordancia con esas observaciones, los niveles del mARN de Lmx1a y Foxa2 

fueron similares en mesencéfalos de embriones DII1+/+ y DII1lacZ/lacZ a E11.5 (Fig. 10C). 

Curiosamente se observó la activación de Lmx1a en embriones DII1+/lacZ entre E13.5 y 

E15.5 (Fig. 10C). Los niveles de mARN de Lmx1a incrementaron con la pérdida de la 

señal de DII1, este último efecto fue relacionado a la función de Lmx1a en la 

maduración neuronal. Aunque menos evidente, la expresión de Foxa2 a E13.5 mostró 

una correlación similar (Fig. 10C). Por lo tanto, alteraciones en la señal de Notch no 

parecen afectar la especificación del nicho dopaminérgico.  

Figura 10. Patrón de expresión de marcadores de especificación en ausencia de DII1.  
A) La presencia de Lmx1a, Foxa2 y Nkx6.1 fue determinada en secciones de mesencéfalo de 
E10.5 y E11.5 en embriones de ratón DII1+/+ y DII1lacZ/lacZ. La barra de escala es 200 m.  
B) La proporción de células dentro del dominio de expresión para cada gen específico no fue 
afectado por la ausencia de DII1, pero hubo una marcada reducción en el número de células 
Lmx1a+ y Foxa2+ en mesencéfalos del ratón nulo en DII1 a E11.5 (n=5); *P0.05.  
C) Los niveles de expresión de Lmx1a y Foxa2 fueron consistentes con las observaciones previas 
(por ejemplo, la misma proporción de células con el correspondiente marcador).  
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c.- La expansión pobre de las CPNs dopaminérgicas que pierden la señal de 

DII1, correlaciona con la detección prematura de marcadores neuronales 

Se realizó un análisis de TUNEL y no hubo un evidente incremento en la muerte 

celular alrededor de la línea media en los embriones mutantes a E10.5 y E11.5 (Fig. 

11A, panel izquierdo). En contraste, el delgado tubo neural de mesencéfalos 

DII1lacZ/lacZ de E11.5, correlacionó con una marcada reducción en el número de 

células que incorporaron BrdU, en comparación con el número observado en 

mesencéfalos de embriones silvestres (Fig. 11A, panel derecho y Fig. 11B). Estos 

datos sugieren que, en ausencia de DII1, el grupo de CPNs ventrales que están 

adyacentes a la zona ventricular del mesencéfalo mostraron un decremento debido 

a la disminución en la capacidad de proliferar y/o a una diferenciación prematura.  

 

Figura 11. Muerte celular y proliferación 
en mesencéfalos en desarrollo en la 
presencia o ausencia de DII1. 

A) La muerte celular fue determinado por 
TUNEL (A, panel izquierdo, núcleos rojos) 
y proliferación por la incorporación de BrdU 
(A, panel derecho, núcleo rojo). Con la 
excepción del área ventrolateral de los 
mesencéfalos de E11.5 en embriones 
DII1lacZ/lacZ (panel izquierdo), muy pocas 
células teñidas fueron detectadas en 
embriones E10.5 o E11.5, 
independientemente de la presencia o 
ausencia de DII1. En contraste, una 
marcada reducción en células BrdU+ se 
encontró en mesencéfalos de embriones 
mutantes en comparación con embriones 
silvestres (A, paneles derecho) 

B) Proporción de células que 
incorporaron BrdU a E11.5. Note, que 
esta observación, fue más prominente en 
el área ventral mesencefálica. La barra de 
escala es 100 m. 
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La distribución radial típica de CPNs (Células Nestina+) fue observada en los 

mesencéfalos deficientes en DII1 a E10.5, pero fue alterada a los E11.5 (Fig. 12A). 

Figura 12. Diferenciación neuronal en mesencéfalos en desarrollo en presencia o 
ausencia de DII1. 

A) A E10.5, Nestina (rojo) cubrió la mayoría del neuroepitelio del mesencéfalo y, una significativa 
cantidad de III-tubulina comenzó a ser detectada (verde) en la zona marginal de las muestras 
de embriones mutantes, esto no fue evidente en el área más ventral (V) o dorsal (D); note que el 
lumen de los mesencéfalos embrionarios DII1lacZ/lacZ, se expandieron más temprano que los 
mesencéfalos de embriones silvestre. A E11.5, con la reducción en células Nestina+, se detectó 
abundante III-tubulina en el área ventral (V) de mesencéfalos embrionarios DII1lacZ/lacZ, los cuales 
fueron distribuidos a través de todo el grosor del neuroepitelio: un número de células Nestina+ 
permanecieron en la línea media de la mayoría de los casos analizados. Las rayas indican el 
límite de la PP en una muestra mutante. MarZ, zona marginal; VZ, zona ventricular; MZ, zona 
manto. La barra de escala es 200 m.  

B) Las observaciones siguientes fueron confirmadas determinando los niveles de expresión de 
precursores neurales (Sox1, Sox2, Nestina) y genes neuronales (III-tubulina, Map2, NeuN, Tau) 
en cerebros medios ventrales con el genotipo indicado DII1. Note que no hubo una marcada 
alteración en la expresión de genes asociados con neuronas maduras (Map2, NeuN, Tau). 
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Curiosamente, la abundancia y distribución del marcador neuronal inmaduro III-

tubulina, sugiere que la neurogénesis es una etapa más avanzada en el 

mesencéfalo de embriones DII1lacZ/lacZ desde los E10.5 y se vuelve más evidente a 

los E11.5 en comparación con los mesencéfalos silvestres en un estado equivalente 

de desarrollo (Fig. 12A). Una marcada reducción en células Nestina+ y la extensión 

de células III-tubulina+ a la zona ventricular, se observó a E11.5 en la región ventral 

de mesencéfalos nulos en DII1 (Fig. 12A). Se observó un conjunto de células 

Nestina+ que fueron comúnmente detectadas alrededor de la línea media en el 

ratón mutante; la identidad de esas células queda por determinar. Células positivas 

a NeuN, un marcador neuronal maduro, no fue detectado en el nicho dopaminérgico, 

aún bajo la diferenciación precoz observada en embriones que pierden DII1. Un 

análisis de expresión de genes neurogénicos en el mesencéfalo ventral de 

embriones DII1+/+, DII1+/lacZ y DII1lacZ/lacZ a E11.5, también apoya la diferenciación 

neuronal precoz con poco o sin una marcada alteración en la expresión de genes 

asociados con neuronas maduras (Fig. 12B). Destaca que, con excepción de la 

expresión de Nestina, los niveles de expresión de genes (III-tubulina, Map2, NeuN, 

Tau) observados en el mesencéfalo ventral de embriones DII1lacZ/lacZ fueron 

similares a las muestras de los embriones DII1+/lacZ. 

Células positivas para Th, la enzima limitante en la síntesis de dopamina y uno de 

los marcadores más tempranos de neuronas dopaminérgicas, fue detectado 

aproximadamente al mismo tiempo en tejidos silvestres y mutantes  E11.5, pero su 

distribución en las últimas muestras asemejó un estado de desarrollo más avanzado 

(por ejemplo E12.5) (Fig. 13A). Adicionalmente, la cuantificación celular reveló una 

diferencia significativa en la proporción de células Th+ entre el mutante y tejidos 

control a E11.5 (Fig. 13B). De acuerdo con la aparición prematura de Th en el ratón 

mutante, los niveles de mARN de Th estuvieron elevados en el mesencéfalo ventral 

en los embriones DII1lacZ/lacZ (Fig. 13C), de manera muy similar con el incremento de 

III-tubulina tanto en DII1+/lacZ como en DII1lacZ/lacZ. Los niveles de mARN de VMAT 

y DAT, marcadores de neuronas dopaminérgicas maduras, no mostraron un cambio 

muy marcado entre los diferentes genotipos a E11.5, probablemente debido a que 

el análisis se realizó en una etapa temprana de la diferenciación.  
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d.- Cultivos de explantes mesencefálicos recapitulan los efectos de la 

deficiencia en la señal de Notch durante la diferenciación dopaminérgica 

Fue inesperado encontrar que la diferenciación neuronal prematura descrita arriba 

a los E11.5 no reflejara la expresión de los genes que codifican proteínas asociadas 

con neuronas maduras (por ejemplo NeuN). Ya que la diferenciación dopaminérgica 

mesencefálica no se completó antes de que los embriones DII1lacZ/lacZ murieran, 

analizamos el potencial de diferenciación de CPNs mesencefálicas en cultivo. 

Cultivo de explantes embebidos en colágena permiten la diferenciación 

dopaminérgica a un estado que se parece a la distribución y número de neuronas 

Figura 13. Diferenciación dopaminérgica en mesencéfalos en desarrollo en presencia o 
ausencia de DII1. A) La diferenciación dopaminérgica fue determinada por la detección de 
células que contienen tirosina hidroxilasa, o los niveles de expresión de este gen en 
mesencéfalos ventrales de embriones E11.5 con el genotipo indicado. 

B) Un número significativo de neuronas dopaminérgicas fueron detectados en muestras de 
DII1lacZ/lacZ en comparación con embriones silvestres. 

C)  Los cuales correlacionan positivamente con los niveles de expresión de Th pero no de genes 
que son expresados en neuronas dopaminérgicas maduras. 
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dopaminérgicas presentes en el mesencéfalo de embriones E14-E15 (Baizabal y 

Covarrubias, 2009). En concordancia con las observaciones de embriones E11.5, 

explantes mesencefálicos DII1lacZ/lacZ , cultivados por 2 ó 4 días, mostraron una alta 

proporción de células Th+ en comparación con muestras equivalentes de embriones 

DII1+/+. La mayoría de las células Th+ fueron NeuN+ a los 2 días de cultivo en 

explantes de embriones de cualquier genotipo, pero pocas células tuvieron este 

marcador neuronal a los 4 días de cultivo en explantes mesencefálicos DII1lacZ/lacZ 

comparado con el silvestre (Fig. 14).  

Esto recapitula el proceso observado en las nuevas neuronas dopaminérgicas de 

embriones E13.5, las cuales son NeuN+ y pierden este marcador a E15.5 (Fig. 15). 

Por lo tanto, las últimas fases de la neurogénesis dopaminérgica en ausencia de 

DII1 pueden ser observadas en cultivo de explantes, los cuales muestran un estado 

más avanzado de diferenciación/maduración con respecto a lo que ocurre en 

explantes silvestres.  

Figura 14. Diferenciación dopaminérgica en cultivo de explantes. 

La diferenciación neuronal dopaminérgica fue determinada detectando el número de células que 
contienen el marcador neuronal maduro NeuN (a veces indicado con punta de flecha) y Th. A los 
2d ambos genotipos mostraron células NeuN+, sin embargo a 4d pocas neuronas fueron NeuN+ 
en los explantes DII1lacZ/lacZ.  
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Figura 15. Número de neuronas dopaminérgicas en el cerebro adulto bajo niveles 
reducidos de DII1. 

A) Neuronas dopaminérgicas fueron detectadas por la presencia de Th (verde). No hay una 
diferencia aparente en la densidad de neuronas Th+ que fue detectado en muestras de 
embriones. Note que algunas neuronas Th+ en el mesencéfalo de embriones E13.5 (cabeza de 
flecha) no tenían el marcador nuclear NeuN (rojo), marcador encontrado frecuentemente en 
neuronas maduras. Una evidente baja densidad de neuronas Th+, las cuales todas perdieron el 
marcador nuclear NeuN, se observó en la SNpc de ratón DII1+/lacZ en comparación con la densidad 
de esta región del ratón silvestre. Barras de escala 100 m; las rayas indican las células Th-
/NeuN+ dentro de la SNpc. 

B) neuronas Th+ fueron contadas en las rebanadas de cerebros de ratones de 14 meses de edad. 
Datos representados como el promedios.d. 
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Con el objetivo de obtener más conocimientos directos sobre el papel de la señal 

de Notch  en la diferenciación dopaminérgica, realizamos cultivos de explantes 

mesencefálicos en presencia o ausencia de DAPT, un potente inhibidor de la -

secretasa, la cual disminuye la activación de Notch en un paso clave después de 

la unión al ligando (Crawford y Roelink, 2007). 

Debido a la variación en número y distribución de células diferenciadas en cultivo 

de explantes, analizamos neurogénesis dopaminérgica en explantes estimando 

los niveles de mARN de genes relevantes al proceso. Como se esperaba, el 

inhibidor de la señal de Notch abolió la expresión de Hes5 en cultivos 

mesencefálicos de embriones E9.5 o E10.5 después de 2 días en cultivo, 

mientras que la expresión de Hes1 solo fue parcialmente afectada (Fig. 16A), en 

cercana similitud con las observaciones en embriones mutantes. En general, el 

efecto de la inhibición de la señal de Notch con el inhibidor DAPT en los niveles 

de mARN de genes neuronales y dopaminérgicos, estuvo de acuerdo con las 

observaciones de embriones deficientes en DII1. 

El efecto proneurogénico de la inhibición de Notch fue más pronunciado en 

muestras a E9.5 más que a E10.5 (por ejemplo 4 vs 8 veces ya sea a 2 días o 4 

días de tratamiento). Interesantemente, no hubo una disminución proporcional 

en los niveles de mARN de Nestina (Fig. 16B), sugiriendo que una fracción de 

CPNs se dividen aún bajo la inhibición de la señal de Notch reducida pero no 

afecta la tasa de incremento de mARN de nestina en explantes E9.5, sugiriendo 

que la diferenciación de CPNs pero no la proliferación, es el blanco de la vía de 

señalización de Notch. Por lo tanto, la inhibición de la señal de Notch reproduce 

el efecto neurogénico de perder DII1, confirmando que este ligando es el mayor 

mediador de las funciones de Notch.  



54 
 

 

e.- La ausencia de la señal de Notch modifica el flujo de diferenciación 

dopaminérgica 

Msx1 y Ngn2 son factores de transcripción cuyos genes son temporalmente 

expresados durante la diferenciación dopaminérgica; el primero está mayormente 

presente en las CPNs ventriculares y marca el inicio de diferenciación 

dopaminérgica (Andersson et al., 2006b), mientras que el último es un factor 

proneural muy importante para la diferenciación dopaminérgica que muestra altos 

Figura 16. Efecto de la señal de Notch en la diferenciación neuronal dopaminérgica en 
cultivos de explantes de mesencéfalos en desarrollo. 

A) Se realizó un cultivo de explante de 2d en embriones de E9.5 y E10.5 y se trataron con el 
inhibidor de Notch, redujeron marcadamente la expresión de Hes5 con un mínimo efecto en hes1, 
en concordancia con el efecto determinado en embriones que pierden DII1. 

B) Se determinaron los niveles de mRNA de precursores neurales (nestina) o marcador neural 
(III-tubulina) en embriones tratados con el inhibidor de Notch DAPT por 2 días (2d) o 4 días (4d). 
El efecto retardado de DAPT (2d vs 4d) en la expresión de Nestina en cultivo de mesencéfalos 
de E10.5 podría estar relacionados a la población de CPN que no está comprometida a formar 
neuronas. Barra de escala 100 m. Los datos en A están representados como el promedio de los 
valores más altos/más bajos. 
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niveles en los progenitores intermediarios antes de la expresión de Nurr1, un factor 

de transcripción que controla la expresión de Th (Kele et al., 2006). Por lo tanto, 

para estimar las transiciones entre el linaje relacionado con los precursores 

dopaminérgicos en su curso de diferenciación, decidimos determinar los niveles de 

mARN que corresponden a esos 3 factores de transcripción en mesencéfalos de 

embriones de E9.5 a E15.5 (Fig. 17A). El más alto nivel de mARN de Msx1/2 fue 

detectado a E11.5, el cual representó un incremento de 30 veces en comparación 

con el nivel encontrado a E9.5; este valor disminuyó rápidamente cercano al límite 

de detección a E12.5. Niveles significativos del mARN de Ngn2 fueron detectados 

a E10.5, siendo más altos a E11.5, y disminuyeron marcadamente a los E15.5. En 

contraste, los niveles del mARN de Nurr1 incrementaron gradualmente desde E10.5 

hasta E12.5, estado en el cual aparentemente se volvieron estables. Ya que Msx1/2, 

Ngn2 y Nurr1 son expresados mayormente en CPN no sobrelapantes restringidos 

que son unidos a lo largo de la vía de diferenciación dopaminérgica, los niveles de 

mARN están en concordancia con un flujo de diferenciación comenzando con un 

número definido de CPN Msx1+ que son convertidos a neuronas dopaminérgicas 

que pasan secuencialmente por CPN Ngn2+ y Nurr1+. Note que el incremento en 

los niveles de mARN de Th, representan los neuroblastos dopaminérgicos jóvenes, 

que se quedan atrás de Nurr1.   

El incremento en los niveles de mARN de Th y el número relativo de neuronas 

dopaminérgicas en ausencia de DII1, sugieren que la señal de Notch regula la 

emergencia de características dopaminérgicas. Un marcado incremento en los 

niveles de mARN de Ngn2, Nurr1 y Th en el mesencéfalo de embriones E10.5 nulos 

en DII1 (Fig. 17A) sugiere que la población celular que expresa Ngn2, Nurr1 y Th 

están emergiendo prematuramente. De modo interesante, a E11.5 los niveles de 

mARN de Msx2 y Ngn2 en el mesencéfalo ventral de embriones DII1lacZ/lacZ fueron 

más bajos que en los embriones de tipo silvestre; Msx1 y Mash1 mostraron una 

regulación similar como Msx2 y Ngn2, respectivamente (Fig. 18). De acuerdo con la 

correlación entre la proporción de CPNs y los niveles de mARN, la disminución en 

los niveles de mARN de Ngn2 correlacionaron con una disminución en el número 

de CPNs Ngn2+ (Fig. 17B, C). 
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Figura 17. Flujo de diferenciación dopaminérgica en mesencéfalos a lo largo del 
desarrollo embrionario o en explantes con señal normal o reducida de Notch. 

A) La progresión de la diferenciación dopaminérgica se analizó, detectando la expresión de 
genes cuyos productos están asociados principalmente con CPN dopaminérgicas (Msx1/2+, 
Ngn2+, Nurr1+) o neuronas diferenciadas (Th). Para mesencéfalos en desarrollo el ARN total 
fue extraido de un grupo de regiones ventrales de embriones (al menos 6) de cada genotipo 
indicado..  

B, C) Número de DPN Ngn2+o neuronas Th+ en mesencéfalos de embriones E11.5 con el 
genotipo indicado, muestran una buena correlación con los niveles de ngn2. Datos en C 
representados como promedio±D.S. 

D) Cultivo de explantes de mesencéfalos de embriones E9.5 o E10.5, sin tratamiento (DMSO) 
o tratados con DAPT, cada determinación fue de un grupo independiente de explantes 

cultivados (al menos 3). Barra de escala 100 m.   
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En contraste, Nurr1 y Ptx3, dos genes río debajo de Ngn2 cuya expresión 

permanece en las neuronas que emergen Th+, mostraron leves diferencias en sus 

niveles de mARN en la presencia o ausencia de DII1 a E11.5; solo los niveles de 

mARN de Ptx3 estuvieron en línea con el incremento de la expresión de Th pero en 

mucho menor proporción (Fig. 13). De notar fue, que la reducción de DII1 (por 

ejemplo en la cantidad presente en embriones DII1+/lacZ) provocó una marcada caída 

en los niveles del mARN de Ngn2 solo en embriones a E11.5 pero produjeron 

niveles similares de mARN y patrones de expresión como el silvestre de todos los 

genes analizados (Fig. 17A). Además, la reducción en la dosis de DII1 promueve 

diferenciación dopaminérgica en asociación con un decremento en las CPN 

específicas tempranas (por ejemplo, Msx2+ y Ngn2+).  

Las siguientes observaciones sugieren que la función DII1-Notch1 es controlar el 

flujo de diferenciación una vez que las CPN dopaminérgicas son especificadas 

como tal, durante el proceso, el efecto es principalmente notado en la reducción de 

los progenitores temporales Ngn2+ pero no fue evidente en la proporción de 

neuroblastos dopaminérgicos diferenciados. El flujo de diferenciación dopami-

nérgica puede ser observado en cultivo de explantes tratados con DAPT (Fig. 17). 

Figura 18. Niveles de mar-
cadores de diferenciación 
dopaminérgica Msx1 y 
Mash1 a diferentes dosis 
de DII1. 

El ARN total se extrajo de un 
grupo de las regiones 
ventrales de mesencéfalos 
de E11.5 del genotipo 
indicado, y se determinaron 
los niveles de mARN por RT-
PCR. Note que los niveles 
de mARN de Msx1 y Mash1 
mostraron un patrón similar 
como los niveles de Msx2 y 
Ngn2 (ver figura 17) 
respectivamente, en dosis 
diferentes de DII1.  
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Durante el cultivo de explantes mesencefálicos, la diferenciación activa se indicó 

por el aumento en los niveles de mARN de Msx1, Ngn2 y Nurr1. La diferenciación 

dinámica en explantes E9.5 y E10.5 fue similar pero el incremento de 2 días a 4 

días de cultivo en los niveles de mARN de marcadores tempranos (Msx1/2, Ngn2) 

fue menos pronunciado, mientras que marcadores tardíos (Nurr1, Th) fue más 

pronunciado en un estado más avanzado de desarrollo, consistente con la 

tendencia que ocurre en la diferenciación. La inhibición de la señal de Notch 

mostró una disminución en los niveles de mARN de Msx1 en explantes E9.5 a 

pesar de su fase de incremento en este estado de desarrollo; esta observación 

concuerda con una función no relevante de Notch en la proliferación de CPN 

dopaminérgicas. 

En contraste, la inhibición de Notch causó una disminución consistente en los 

niveles de mARN de Ngn2 en explantes de E10.5, mientras que su efecto se notó a 

E9.5 solo después de 4 días del tratamiento con DAPT; una aparente pérdida del 

efecto de los niveles de mARN de Ngn2 en explantes E9.5 tratados 2 días sostiene 

un papel temporal de las células Ngn2+ durante la diferenciación. Los niveles de 

mARN de Nurr1 mostraron niveles más bajos en explantes de E9.5 que E10.5, pero 

un incremento fue provocado por la inhibición de Notch. Un comportamiento similar 

se observó para el mARN de Th pero sus niveles no aumentaron en explantes de 

E10.5 después de 4 días del tratamiento con el inhibidor de Notch, posiblemente 

debido a la depleción de los progenitores.  

Juntos, todos estos datos están de acuerdo con un modelo en el cual la 

proliferación y el tamaño del grupo de CPNs definen, como el flujo de 

diferenciación dopaminérgica se afecta por la inhibición de Notch, ya que la 

depleción de CPN y la generación de neuronas inducida por el inhibidor de Notch, 

se fortalecen y debilitan respectivamente, en fases tardías de diferenciación 

(posiblemente después de E11.5).  
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f.- La expansión de las CPN nulas en DII1 retienen su identidad y aumentan la 

diferenciación específica 

Para determinar si el efecto sobre la diferenciación dopaminérgica debido a la  

pérdida de Dll1 está directamente sobre las CPN, estudiamos la diferenciación 

neuronal de las CPN expandidas como neuroesferas. Se ha reportado en cuanto a 

la expansión de las CPN como neuroesferas, una disminución del potencial 

neuronal y la pérdida de identidad posicional.  

Después del periodo de diferenciación, 56.14% ± 7.29 de las neuroesferas silvestres 

expresaron GFAP, un marcador de astrocitos, mientras que 35.76% ± 10.76 fueron 

inmunorreactivas para nestina. La co-expresión de GFAP/Nestina (Fig.19A, B) es 

una característica común de las neuroesferas silvestres, 35.76% ± 10.76 de las 

neuroesferas expresaron estos 2 marcadores. Como se esperaba, solo 11.60% ± 

3.01 de las células en la neuroesfera fueron neuronas inmaduras (βlll-tubulina) y 

ninguna expresó el marcador neuronal maduro NeuN (Fig.19A, B). Muy pocas 

células fueron Lmx1a+ (0.83% ±0.13) ó Th (1.04% ± 0.36) (Fig.19C, D). En 

contraste, las neuroesferas Dll1lacZ/lacZ, formaron un gran porcentaje de neuronas 

inmaduras (56.97% ± 1.92) y neuronas maduras (32.51% ± 14.94); la proporción 

que co-expresó estos dos marcadores fue 32.51% ± 14.94 (Fig.19B). Muy pocas 

células fueron GFAP (7.72% ± 3.78) y Nestina (1.55% ± 2.20) (Fig.19A). Cuando 

analizamos el fenotipo dopaminérgico, encontramos que un alto porcentaje de 

células fueron Lmx1a (19.33% ± 3.18) y células Th+ (12.39% ± 2.46) (Fig.19D) 

comparado con el control, lo que sugiere que en ausencia de la señal de Dll1 la 

identidad neuronal de al menos algunas CPN se retiene y pueden diferenciar de 

forma sitio específica en cultivo. Esto es consistente con los resultados obtenidos 

por Grandbarbe y colaboradores, donde tanto la generación, como el mantenimiento 

de las CPN no son afectadas por la falta de DII1 (Grandbarbe et al., 2003) y de igual 

manera nuestros resultados muestran una mayor cantidad de neuronas en las 

neuroesferas mutantes comparadas con el control.  
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Figura 19. Potencial de diferenciación de neuroesferas Dll1lacZ/lacZ comparado con el 
control. 

A,C) Análisis del potencial de diferenciación neuronal para neuroesferas Dll1lacZ/lacZ comparado 
con un control. 

B) cuantificación de los diferentes marcadores que muestran una diferencia significativa en las 
células que co-expresaron GFAP+/Nestina+ y Tubulina+/NeuN+. 

C) Los progenitores Dll1lacZ/lacZ pueden mantener su especificación en cultivo, lo cual fue 
observado por la presencia de progenitores dopaminérgicos Lmx1a+ (flechas) y neuronas 
dopaminérgicas, comparados con el control. 

D) Cuantificación de los progenitores dopaminérgicos y neuronas dopaminérgicas, que muestran 
una diferencia significativa en ambos marcadores. La barra de escala representa 50 µm.  
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g.- La haploinsuficiencia de DII1 causa una reducción en las neuronas 

dopaminérgicas de la sustancia nigra en el cerebro adulto 

Las alteraciones en los niveles de mARN de los genes involucrados en la 

diferenciación dopaminérgica así como el fenotipo observado en embriones 

DII1+/lacZ, ambos consistentes con la leve diferenciación neuronal prematura, nos 

llevó a estudiar las consecuencias en el ratón adulto. A pesar de que no hubieron 

diferencias en los niveles de mARN de marcadores de diferenciación neuronal o 

dopaminérgico detectados a los E13.5 o E15.5, se observó baja densidad de 

neuronas dopaminérgicas en el mesencéfalo ventral de mutantes comparados con 

los silvestres los cuales no fueron obvios a E13.5 pero si aparentes a E15.5 cuando 

están cercanos a establecer su localización final (Fig. 15A). 

Como se mencionó arriba, la represión de NeuN correlacionó con la maduración de 

neuronas dopaminérgicas de tal manera que algunas Th+/NeuN+ fueron detectadas 

en embriones E13.5 DII1+/lacZ pero casi ninguna en embriones E15.5 de cualquier 

genotipo. Esta reducción en neuronas dopaminérgicas se hizo más evidente en el 

ratón adulto, donde era fácilmente visible en la SNpc donde la mayoría de las 

neuronas Th+ permanecieron NeuN negativo (Fig. 15A). Esto no fue relacionado 

con un papel de DII1 en la supervivencia neuronal ya que un fenotipo similar fue 

observado en ratones jóvenes y adultos (Fig. 20). No obstante, la baja densidad 

neuronal no se limitó a las neuronas dopaminérgicas ó al área mesencefálica, sino 

más bien se señaló a lo largo del cerebro. 

Las consecuencias funcionales de esta reducción de la densidad neuronal  serán 

publicadas aparte (manuscrito en preparación). Por lo tanto, una dosis baja de 

DII1 disminuye la producción de algunos tipos neuronales, posiblemente 

interrumpiendo el flujo de diferenciación, similar a lo descrito para neuronas 

dopaminérgicas mesencefálicas.  
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Figura 20. Densidad de neuronas dopaminérgicas en el cerebro adulto a diferentes edades 
y niveles de DII1. 

Las neuronas dopaminérgicas fueron detectadas por la presencia de Th (verde) entre el número 
total de células (núcleos teñidos con DAPI; azul) en cortes de mesencéfalos adultos de ratón con 
el genotipo y edad indicado (barra de escala 100 m). Cortes para comparar fueron seleccionados 
en base de similitud morfológica de distintas estructuras del cerebro incluyendo la sustancia nigra, 
el hipocampo, el acueducto y los ventrículos laterales. Se observó una baja densidad de neuronas 
Th+ en la sustancia nigra de ratón DII1+/lacZ  más que en la de los ratones DII1+/+  a lo largo de 
toda la estructura con poca diferencia entre las edades probadas.  
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VII. DISCUSIÓN 

La vía de señalización Notch es ampliamente conservada entre organismos 

metazoarios. En ratón, la vía de señalización tiene funciones pleiotrópicas y regula 

múltiples procesos durante el desarrollo, desde el mantenimiento de CTN, 

proliferación celular, diferenciación y muerte celular (ver revisiones: Louvi y 

Artavanis-Tsakonas, 2006; Pierfelice et al., 2011; Bizzotto y Walsh, 2018; Zhang et 

al., 2018). En el desarrollo del cerebro, la señal de Notch está involucrada en el 

mantenimiento del estado indiferenciado y multipotente, inhibición de la 

diferenciación neuronal y aún en la diferenciación terminal del linaje astrocítico 

(Bansod et al., 2018).  Las funciones de esta vía de señalización están relacionadas 

con la interacción con otras vías de señalización. La desregulación de la señal de 

Notch está involucrada en muchas enfermedades neurodegenerativas y 

desórdenes en el cerebro.  

Previamente se describió el fenotipo del ratón nulo en Dll1, los embriones muestran 

severos defectos en el establecimiento de patrones en el mesodermo paraxial y un 

SNC hiperplástico. Comienzan a mostrar severas hemorragias después del E10 y 

mueren alrededor del E12 en el desarrollo embrionario. En el SNC, la pérdida de 

Dll1 provoca una excesiva diferenciación neuronal (Hrabe de Angelis, et al., 1997). 

Nosotros observamos hemorragias severas en el SNC a los E10.5 en el ratón 

Dll1lacZ/lacZ, similar a lo reportado por Hrabe de Angelis, et al., 1997 (Fig. 9), a los 

E11.5 la hiperplasia del embrión  Dll1lacZ/lacZ era tan evidente que fue difícil la 

manipulación por lo que se decidió utilizar solamente a los embriones heterócigos 

para los experimentos.  

Analizamos los mensajeros de varios integrantes de la vía Notch, encontrando 

patrones semejantes a los reportados previamente (Tabla 1) (Hatakeyama et al, 

2004; Bansod et al., 2017; Mesman et al., 2018). Analizamos Hes1 y Hes5, los 

efectores de la vía Notch, observamos que la expresión de Hes5 fue más abundante 

que la de Hes1 y por lo tanto es el mayormente afectado en la vía canónica 

(Hatakeyama et al. 2004; Basak and Taylor 2007). Los dobles mutantes de 

HES1/HES5 muestran un tubo neural desorganizado y la pérdida de la nestina en 
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la región ventrolateral, fenotipo similar al observado en nuestros experimentos (Fig. 

12) (Hatakeyama et al., 2004) lo que sugiere es que las células de la glía radial se 

pierden prematuramente. La expresión alterada de Hes1 o Hes5 en el cerebro en 

desarrollo del ratón inhibe la diferenciación neuronal y mantiene la identidad de las 

células de la glía radial (Ohtsuka et al., 2001). En ausencia de Hes1 y Hes5, las 

células de la glía radial no se mantienen y diferencian prematuramente a neuronas.  

Dll1 es un gen neurogénico, en este trabajo revisamos la distribución del transcrito 

de Dll1 por determinación in situ de la actividad de lacZ en embriones  Dll1+/LacZ al 

inicio de la diferenciación dopaminérgica, encontrándose que la expresión de Dll1 

se ubicó principalmente alrededor de la línea media ventral correspondiente a la 

localización de los progenitores intermediarios (Fig. 8A) en el mesencéfalo, pero no 

se encontró expresión de Dll1 en el cerebro posterior, similar a lo reportado 

previamente (Deng et al., 2011; Kele et al., 2005; Ono et al., 2007) sugiriendo una 

función de Dll1 junto con otros factores presentes en esta zona del cerebro medio 

en la especificación del linaje dopaminérgico.  

Los progenitores dopaminérgicos en el cerebro medio ventral pueden ser 

subdivididos en dominios molecularmente distintos: medio y laterales. Lmx1a es 

más importante para la neurogénesis en el dominio dopaminérgico medio, mientras 

que Lmx1b es más importante para la generación de neuronas dopaminérgicas 

laterales (Deng et al., 2011).  Lmx1a y Lmx1b cooperan con Foxa2 para coordinar 

la especificación de las neuronas dopaminérgicas y controlar el proceso de 

diferenciación de las células de la PP en el mesencéfalo en desarrollo (Lin et al., 

2009; Nakatani et al., 2010; Deng et al., 2011). Analizamos la especificación de los 

progenitores dopaminérgicos mediante inmunohistoquímicas para Lmx1a, Foxa2 y 

Nkx6.1 que delimita el dominio dopaminérgico a los E10.5 y E11.5, encontramos 

que el patrón de expresión de estos marcadores se mantuvo en los días analizados 

de modo semejante a lo observado en el control, de igual forma los niveles de mARN 

de Lmx1a y Foxa2 fueron similares en mesencéfalos de embriones silvestres y 

homócigos para Dll1 a los E11.5. Sin embargo se observó una ligera activación de 

Lmx1a en embriones Dll1+/LacZ a E13.5 y E15.5 que pudiera estar relacionado con la 
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función de Lmx1a en la maduración neuronal, ya que la expresión sostenida de 

algunos factores de transcripción como Lmx1a y Lmx1b en neuronas 

dopaminérgicas postmitóticas y maduras, sugiere funciones que se extienden más 

allá del establecimiento de la identidad neuronal y pueden actuar en vías de 

mantenimiento neuronal en el cerebro adulto (Zou et al., 2009; Doucet-Beaupré et 

al., 2015). En este trabajo observamos que la especificación inicial de las CPN 

dopaminérgicos mesencefálicos ocurre en ausencia de la señal de Notch. Un 

fenómeno similar ocurre en la médula espinal donde las proteínas homeodominio 

definen el patrón espacial de DII1 y la pérdida de DII1 incrementa la diferenciación 

neuronal sin afectar los límites de los dominios de progenitores específicos 

(Marklund et al., 2010).  

Esta reducción observada en el número de células Lmx1a+ y Foxa2+ en 

mesencéfalos de ratón nulos en Dll1 a E11.5 no fue debido a muerte celular. Esto es 

consistente con lo observado en los dobles mutantes Hes1/Hes5 (Ohtsuka et al., 

1999; Hatakeyama et al., 2004), Hes1/Hes3 (Hirata et al., 2001); Ngn-/- (Kele et al., 

2005¸ Andersson et al., 2005); Lmx1adr/dr (ono et al., 2007); Nato3-/- (Ono et al., 2010).  

Encontramos una marcada reducción en el número de células que incorporaron 

BrdU en los mesencéfalos de embriones nulos en Dll1 a los E11.5 principalmente 

en los dominios ventrolaterales, a diferencia del control, por lo que existe una 

disminución en la capacidad de proliferar de los progenitores neurales, que se debió 

a una diferenciación precoz, según lo observado con lll-tubulina y Th en 

mesencéfalos de embriones nulos en Dll1 a los E10.5 y más evidente a los E11.5 

que se asemeja a una etapa más avanzada de desarrollo (Fig. 12A) y resultados 

que se corroboraron en nuestros ensayos con neuroesferas (Fig. 19). Numerosos 

estudios describen que la falta de señalización de la vía Notch muestra 

diferenciación prematura (Conlon et al., 1995; Hrabe de Angelis et al., 1997; 

Othsuka et al., 1999; Hirata et al., 2001; Lutolf et al., 2002; Hatakeyama et al., 2004; 

Kameda et al., 2011). Como no se pudo evaluar etapas posteriores a los E11.5 

debido a la letalidad del embrión nulo en Dll1, utilizamos la estrategia del cultivo de 

explantes que ha sido probada previamente en nuestro laboratorio (Baizabal y 
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Covarrubias, 2009) y observamos que los cultivos de explantes recapitulan las 

últimas fases de la neurogénesis dopaminérgica en ausencia de Dll1 y se puede 

observar un estado más avanzado de diferenciación/maduración con respecto a lo 

que ocurre en los explantes silvestres.  

Para estimar las transiciones entre el linaje relacionado con los precursores 

dopaminérgicos en su curso de diferenciación, analizamos los mARNs de tres 

factores de transcripción: Msx1/2, Ngn2 y Nurr1, en mesencéfalos y en cultivo de 

explantes en donde la señal de Notch se inhibió con DAPT. Se observó que la 

expansión de los precursores dopaminérgicos que ocurre en la ZV está asociado 

con el nivel de expresión de Msx1/2 en el mesencéfalo ventral. En estados 

tempranos de diferenciación (E9.5-E11.5) los precursores dopaminérgicos 

pueden ser reconocidos por la presencia de Sox2, el número de células 

Sox2+/Msx1/2+ comenzó a disminuir después de E11.5. A E12.5. la 

diferenciación de los precursores dopaminérgicos está todavía en marcha 

mostrando una gran proporción de progenitores Neurog2+ alrededor del nicho de 

la línea media pero bajos niveles de Msx1/2, sugiriendo un decline significativo 

en los precursores dopaminérgicos.  

El incremento de los niveles de mARN de Th y el número relativo de neuronas 

dopaminérgicas en ausencia de Dll1 sugiere que Notch regula la emergencia de 

características dopaminérgicas. Se observó un incremento en los niveles de mARN 

de Ngn2, Nurr1 y Th en mesencéfalos nulos en Dll1 que sugiere que las poblaciones 

dopaminérgicas están emergiendo prematuramente. Observamos que la reducción 

en la dosis de Dll1 promueve diferenciación dopaminérgica en asociación con un 

decremento de las CPN específicas tempranas (por ejemplo Msx1+ y Ngn2+). 

Nuestros resultados sugieren que la neurogénesis y la adquisición de 

características moleculares de un tipo en particular, están acopladas (Yun et al., 

2002; Trujillo-Paredes et al., 2016). 
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VIII. CONCLUSIONES 

La producción de neuronas específicas durante el desarrollo debe cumplir el número 

necesario para sus funciones en el cerebro adulto. Además, se espera que la 

diferenciación neuronal esté coordinada en tiempo con el proceso que controla la 

migración de neuroblastos o neuronas jóvenes al sitio definitivo de residencia, así 

como la conexión exitosa entre neuronas. Se piensa en general que más neuronas 

que las necesarias son producidas y que muchas mueren a medida que avanzan 

de la ruta de origen hacia su hogar y sus axones compiten para alcanzar sus células 

blanco. Sin embargo, solo en pocos casos ha sido demostrado  el papel de la 

neurodegeneración natural  en el establecimiento del número final de neuronas, por 

lo tanto, es relevante determinar la contribución de neuronas producidas. Aquí 

encontramos que el flujo de diferenciación regulado por Notch de precursores 

dopaminérgicos mesencefálicos hasta convertirse en neuronas dopaminérgicas es 

crítico para determinar el número de neuronas dopaminérgicas presentes en el 

cerebro adulto.  

El uso de la terapia génica para la neuroprotección en la EP tiene que ser 

continuamente reevaluado a la luz de los recientes hallazgos sobre la etiología de 

la enfermedad. Mientras que los genes implicados en las formas familiares de la 

enfermedad representan los objetivos más racionales para la terapia génica, ha sido 

difícil establecer una prueba de concepto para los enfoques de rescate. La 

enfermedad parece perturbar las actividades lisosómicas y mitocondriales que son 

esenciales para el mantenimiento a largo plazo de la homeostasis neuronal. Los 

enfoques neuroprotectores para apoyar estas vías a menudo causan efectos 

inesperados, en particular cuando las modificaciones genéticas conducen a 

cambios duraderos en la expresión de factores clave. Además, ahora se considera 

que los depósitos erróneos y agregados de α-sinucleína que representan un sello 

distintivo de la patología de la EP, pueden propagarse a través de sistemas 

neuronales en el SNC periférico y mediante mecanismos que permanecen poco 

claros. La patología no parece más restringida al sistema nigroestriatal, y los 

síntomas motores asociados a la vulnerabilidad selectiva de las neuronas 
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dopaminérgicas, y que han sido el principal objetivo de la terapia génica hasta el 

momento, son probablemente la punta del iceberg. Por lo tanto, la EP debe 

considerarse como un síndrome complejo que probablemente requerirá tratamiento 

terapéutico combinado.  

Tanto la falta de sistemas modelo humanizados satisfactorios, junto con el 

conocimiento incompleto de las causas multifactoriales en la mayoría de los 

trastornos neurodegenerativos, así como un conocimiento profundo de las 

alteraciones (epi) genéticas, ha impedido el progreso en la obtención de más 

conocimientos para realizar estudios traslacionales. En los últimos años, sin 

embargo, la tecnología de células troncales ha estado ofreciendo un enfoque 

alternativo para estudiar y tratar trastornos cerebrales humanos. Debido a esta 

tecnología, ahora podemos obtener una fuente teóricamente inagotable de células 

neurales humanas y precursores in vitro que ofrecen una plataforma para el 

modelado de enfermedades y establecer intervenciones terapéuticas. Además de 

la posibilidad de aumentar nuestro conocimiento general de cómo las alteraciones 

(epi) genéticas contribuyen a la patología de enfermedades neurodegenerativas.  
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signallins. s<teh as "<",5 (Castro a al.. 2006; "ele e' al.. 2(06). 

Rc¡¡ulation of cxpn..""<SÍon of N01Ch signalling gCf1(.'S 11."15 boxo 
Slud":-d in association "i,h n ... ·s.'n""phalic dor"'l1;no.:r¡¡ic diffe-n:nl;:l!ion 
(Cas"," e' al.. 2006: o......,S et al.. 2011: " ele l1.1.. 2006: 000 " al.. 
2007): howewr. in conlr,\St. hule is known aoou' hov.· N01eh 
signallin¡; resulale" dop:unine-rgic dim'rcrHiation. In Ihis ,;looy. """ 
tn'·csIIg3.1e'<l lhe funa;"" of Noteh .ignalltng in !he comrol of 
dopamtner¡¡ie ncurogcncsi, and lhe number of oop:1tuincr¡;ic 
""urons produ""d. 

RESULTS AND DISCUSIDN 
DII1 and Hes5 are key medialo .. 01 Nolch . Ignalling In lite 
me_ephallc dopamlnerglc niche 
0111 u',mscnp1 di,u;llInion tn lhe dc,dOptng mcso.."1werhaloo ha< beco 
1'"",,,,,.1)' <k1cnn;n..-d by ¡",.¡", hybrid""'-:ion; oo...c'·<.'I". ¡>n>bobl)' 
d"" lo lh<.- qua"';I''';'"" limi!:llions ofthi, Icchníqlh.".!he "-",pre,,ion 
JXIllrnt has nOl oc-.:n wdl ddinoo ,bowing SC"~ucn:d di'lI;l!ulion "i!b 
3Il "rramu hi¡;hcrnuml:>crof pos,li" ""lis lowards ,he sub",.ricuur 
ao>:a (o...""g et ~I .. 20 11: " ele C1 al .. 2006: lahti el ~I. . 201 1). llen:. '" 
csI;m:J.cd DlI/ n:m","p1 distnbmion by;n s;w delCmÚnalion ofJueZ 
001\'1)" in Dllr ... ·z roousc ombryos. I'anicularly at 11"<: inn;;nion of 
dopamincrgic diffcn.'!1t1a'ion . In lhe mcscncepl'l:llon of cmb!)onic .... y 
(E)IO.5 a,1d El 1.5 ombryos. 011/ e.' pres.,ion occum,d mainly in !he 
,ub'C1urirular a",a "'~l!he higl"<:,¡¡ le",l. found in lhe ,"enl",1 I'I:Ilf. 
l'anicularly in Ih<.- dopamincr¡¡ic nieh<.-", E 1 O. 5. It>c floo'plate soo"cd 
a IMin U)"C, of ".,.Z-smincd cdls juSI: belov.· ,he ,'cn,ricubr cpilhel,um. 
,,1>11'1> Coo''''Sl ""h lhep:l!ICm In lt>c hindbr~in (I' j¡;. 1M. In EII.S 
mcscoccph:llon:<. a"KIcr sub,'en'riruLvarea of DIII ex¡m:ssion ""lIS 

fouod amund ,he "",r.,1 midlinc. ,"Om:sponding 'o lhe loc:J.ion nf 
ttHenncdi:llc progen;tor;.. (Fig. 1M. Al Ihis !anc:r 'lage. Ih<.- ,enual 
nlt"SCnccphalon eo",;.in,-d hi¡¡h<.-r mRN r\ Ic"ls <)f 011/11'1:111 ofOIlJ or 
D1/4. "hercas Ihose nfN'''''hl and ,\'",dl! wcrc simi!ar(Fig. 1(3). In 
ord<...,. lo dclC"1ll11t1C "hcth<:r D1I1 ;s reo;ponsiblc for moSl. Noo:h 
sisnalltng occtITin¡; in the Iloorpl:lle of !1lCSCIIccphalon lO "';""';:IIion 
... ilh dopamincr¡;,c IlCIlron diffcn.'!1,i:J.ion. wc col!1¡>:1,,:d ,he 
e~("H"C"'ion Icwls of l\\"O NOI.d, cfl"< • ...,t<), genes. 11<,<1 :uld 1I"d. in 
!he ",nlr,1I m""""""ph:JJon ofE J 1.5 C1nbr}"Os locking Dll l. ÜQlh 111'.<1 
"nd 11<".<5 "...,0>: c.<p"'''oo in ,, ;ld.'YJIC samplos. bul ,he 1:11"..,. W3.< 
apJXI!\."mly "'"'" lhan 1000fold !1lOTI: abunda", Ihao lhe fomlCf 
(FiS. 1 B). Intl'n'SIingl r. lile romplet~ a~ ofDl l1 I~"d! eau>Cd a 
corrcsponding nro, Jo.fOkl ",dooion in 11",,5 ~xpres,ion. "hercas 
11".1 c.~r"'ss'oon ,,-as only [l(U1i"lIy (aoo.l1 half) affCClcd (Fig. I C). In 
ag!'ttmcnl w;lh lhis conclusion. d""elopmc:nml do ... nn:gulat'oon <)f 
DI/I c.~prcssioon fronl El1.5 lO E15.5 ,,",\S bcsI. Conc!aloo wilh lh<.­
expn:"ion I"wl of 1I,'s5 (Fig. 11)). n.....!\."fO!\.". DIII and Ilcs5 a!\." !he 
m"jO!" u("lSlream anci dO\\ostream OIooi:J.ot"S. l"CSpc<:!ivdy. of NOIeh 
>i~n.alling in 1111' dC"dopin~ ",nlr,tI mcscncephalon. 
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-F;.g. 1. Dlll·Nolc~ oignalllng In Ih • ..,.lltfIOO pl>ali<: dop&mln .. gi<: nic ..... 

(A) MidbroinI (MB) "" hOncIbmirII (HB) Ircm 0111--- mouH e<nbty0l M lile 
SIagolndócated ...... Slalned lO< t1le I«.Z .eporIef and sIiOIllrcm 1twn ..... 
shorwn. FP. lIoOf pIale. Sea,., ba, 11 100 ....... (B) TOIaI RNA. ...... ex!tKled 110m 
wIItI·type """'"" <'II'l'Ibr)<lO\pooI<lIO) M<l!II_ SIages (Ell .5. E13.5ancl 
E 15.5) and lile ex .... ssion,.,.. 01 ..... g.<IOM iMicaled __ by 1'11· 
~PCR ~ __ Dl j"""DI.l_a_'''''ptM''''''l'AI .... n_a-tv 
ocmo\aIed"';!h '1IepaMm<l Hes5. (C) Hesl a!ld HesSexpteSsoon poltom ...... 
__ in E 11.511mtHyOO wiIII !hO genotype _ NOté II>aIIMSS 

marl<e<ty _sed (<>ea' JO.fcj(I) in !hO 8IlS8<lCe rJ Dll. 

Reduced Noleh signalling alteR lhe number of dopamine'gie 
ptecUl'$Or ce ll s wlthoul Bffe<:lIng 'ltelr speclflcatlon 
In orUcr 10 dC1cnnir>e "h<.-lt>cr NOI.ch sig ll(lUin¡¡ has any role ;n 
maitUaining ÚIo.." or¡;aniz:J.ion of lhe doparnino..-rgic domain in Ih<.­
ven'ral mcscncephalon. ,,·c com¡>.ltcd Ih<.- diSlril!uliQII p.1I,crn of 
lm.<la and FO.<a2 in 0111 '" 311d OIII_1..I«Z cmbr}"O$. We al<o 
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deleml;n...'"<l!he di;;¡ribulion p:lll('m ofNh6.!;!he gen~ encoding !his 
lmnscriplioll faclor is cxpn:ssctl Llleml 10 lhe LII<d" expression 
domain and is reprcssctl in dopaminelllic NPCs aflcr pruper 
spctificmion (Alldersson el al.. 2006b: Naku~1ni l1 al.. 2010). 
S¡x."Cifie:Jion of dopamincllllc NI"C ~lIrs """'1."\."11 E9-E1O and 
,,,·,,m,,,) !li/T"""11,i." icm m,rI.:~", ,"" ,,,.,.,. 11.",.,..,,,,1 fmm F I I "·¡,h .• 
JlC'Ik bct"\!eIl E 12 .lOO E 13 (Ang. 2(06). DlII nullll1l.>USC cmbryos die 
by EI2 (HrJoc de "ngc1is el al .. 1997. and our own obscn·mions). 
m<'n:fore. "'e limil,,\! lhe j" "lO' Sludies up 10 Ell.5, Slage al "hiel! 
rnOSl ernhl)'O!' are SliH ali"e lhough aooonnalilies ,,"cre c-vidcll1 
(Fig. 5 1 ). "s shown in Fig. 2. lhe diSlribution paltCTIl ofLlm 1 a. FO.XIl2 
and Nkx6.1 is ~imilar in midbmins of DlIl'/' and Olllb:""",,"~ 
erllbryos al 1010.5 ¡md 1011.5: tto-",'-cr. al E11.5. ahhou¡:h n:!ioIricted 
disuiblllion of cach prolein "'as 51ill ob!<crwd lhe tissuc sccmed 
disor¡;anizcd and f"'gile with f""",,r cclls LnL~la+ and Fo.~a2+ in 
nlCSCI"o;:<l'h..llons of m~;UH lhan in lhase of wild-typc emhl)'os 
(Fig. 2B). NOle. lhat \\ ilhin each speciflc c:>;pn:ssion doma in. a high 
propon ion of cclls oontainoo lhe oom:sponding ma~cr (Fig. 211). 
indic:t1ing th.11 ~le dccreasein numbcrofpreSlIIll:lblyspccifioo ccils in 
mescoc;:ph1lons of mÍ(:(' locking 0111 is 1101 d,., to 3 failun;, in 
mainulining lhe mcscne;:phalie dopamincr¡;ic t;'lC. In agTI.""C1nem" jlh 
lhcsc obsCf\'¡.ions. LII<d" amI Fu.ml mRN,\ le\"els \\"ere simil:l1 in 
\'cmml mcscnc<'l'h:ilons of DII/ ". and DlI/l.rbl"cL cmbryosat E 11.5 
(Fig.1C). 1 ntcrcstingly. OOIlsistl."1l1 úllr 1" up"-"'gula,ion ""dS obst. ... ",d 
in Ollr ..... L cmbryos b • .'1\\\'"C1l E13.5 ¡¡nd E15.5 (Fig. 2C). Sin(."C 
L".da mRN,\ 1. ... '<."Is incrcas<.'\! afler!he mpid dt."Cccasc;n associ:diorl 
\\";th spec;fic:Jion and dilTcremi:l1ion, this I:mcr cff~"Ct was likcly 
",!ah.'\! 10 a Lm~la funClion in nC'llro'l11 m:lluM;on. Allhough Icss 
COllSpiCUOUS. F"x"l expression al E13.5 showed a similarcorrcl:llion 
(Fig. le scc ulso ObSt."'f"\'3tions aflcr Noteh signalling inhibilion in 
Fig. Sn Thcrcfore. allemtions in NOleh signalling do not appcar to 
aITeet dopaminelllic niche spcciflC:uion. 

The poor eJlpanslon of dopamlnerglc NPCs lacklng 0111 
co ..... lates with lhe prematura detectlon of neuronal manr.ers 
Then;, was no e"idem incrcasc in ccll dealh around lhe midline in 
llluWIl1 elllbl)'os al E IO.5 ando al El 1.5 (Fig. 53'\. lefl p.1ncls). Jn 
contr.rsl. the lhinncr neuml lUbc of mc:;enecphalons of EII j 0111 
null cmhryos eorn;,lalctl ";111 a markcd n.'\!lIclion in the nUlllbcr of 
eells lhm ineOfJlOmlctl BrdU in eomparison "ith lhe numbcr 
obSCf\"OO in 1I1e>cnc;:ph:ilons ofwild·lypc cmbryos (Fig. 5J'\. righl 
panc1s ¡¡nd Fig. 5JB). TIrcsc dala SU¡;geSl lhat. in the ah>cnee 0111. 
,he pool of ,,,mml NPC~ linin!! lhe "cmriculor ~(IIlC of 
meSCIK'l:phalon dccrcasctl duc 10 a dim;nishcd c'lpaeity 10 

prolifcmle anGor to a premalure d;lTereuti¡¡tion. 
TIre typieal r.idial distribution of NI'C$ l Ncstin+ rells) ''""S 

ohser\"oo in 0111 deficlcm Illídbmin, al EIO.5 hut "d> ahered by 
E II.5 (Fig. 3A).lnlcI"CSlingly. lhe abundanceand dislribulion oflhe 
immalUre neuronal maIt"r 1l1l 1-1ubulin SU¡;g.:st lhm ncurogcn.:sis is 
at a more ad"anc" stagc in the 1ll,'>Cnccphalons of Dllllaczt..cz 
embryos since E I0.5. ¡Uld bCC3!ll('> mon;, el ídem by E II.5 ;n 
eomp:uÍ>on with wild-typc ~~'llCephalons at an cqui\'at~nt 

dc,-dopntcmal stagc (Fig. JA). "'hIt,'\! reduetion in Ncstin+ c~lIs 
¡¡nd the c.xlcnsion Oflllose 1l1l1 -luOOlin+ 10 lhe \"cntricular rone I'o'3S 
ohsen'oo ni Ell.5 in ,11<., wntrnl "'gion Of1l1cs<"IlC(.llhalons lac:king 
Dl11 (Fig. 3t\). Of 11011.' "'aS a pool of Ncslin+ eeHs thar we~ 
COllnnonly delCClctl around the midlinc in mutant mice: ,he ídemi!), 
ofthe>c eel1s remains 10 "" (!elennined (sce Coneluding reln,l~s). 
POsili"e ccHs for NellN. a nl.11l1re neuronal n\a~er. were nOl 
dC1CClcd in lhe dopamin~'I)lic níehe. c<cn lIndcr thc preoocious 
dilTerell1ialion ob>crn'\! in cmhryos I",king 0111 (dala nOl sho"'ll 
and,;ce bclo,,· ~ An e.~pression analysis ofneurogenK: genes inlhe 
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FIg. 2. e'p'nslon pa11etn 01 specl!lcat>on ..... ru rge,... In the absence 01 
DU1. (A) fha pms<nce e l lm>:la, Fo.,.2 aOO _.1 was detem1ine<1 ... 
5f1CticnS'" >ridbrain !ran E10.5 ...-.d El1.5 DIII '" and DII1W<2J- """'SIl 
ermry:>s. $cale bars are 200 I'A'. (B) Too pmpcrticn e l ""~5 wllhirl!he domain 
e>tpressing eacII specific gene ,"",s nct a" ected b~ tlle absenal '" 0111 . l>I.t 
there was a mar1<.ed reducDcn ... !he rllmool el lm>: la ' aOO Foxa2 ' cells in _ns of DRnul mice al e 11_5. Dala reJ'"lKented as perwntage el tila lCIaI 
.,.. rllrrber (DAPI+ ",,11$)1$.<1_. n:5; 'p..O_05. (C) Ltn<la aOO Fcxa2mRNA 
e.pression levels _re consistenl with lile previous obsa-vations Q.8. same 
ptOpor1ion of cens "';tII tIIe <:oneSpCnj"'!! ""' ..... ,). 

\"ell1ral mcscneephalon of DlII '/· . DlII 'I/,KZ 
embryos ut E 11.5 also slIppons premalure neu1"01l:11 diffet"CnlÍation 
",im linle Of no Il\a~ctl altemlions in lhe c.~pre5sion of gencs 
associalctl ",ilh matllre nCllrons (Fig. 3B), Ofnote \\'aslhal, "ilh Ihe 
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FIg. 3. Naun>nal difla .... ntlalion In dot"""plng mldbraln$ lfIlha P''''''''' 
o,ab ... nce 010111 . (A) Al EI05. Nestn (J9d) cover mosI oIlhe_ 
neuroe¡itheljum ando aItt>oug~" sógnrficanl .. """,nt 01 ~I IHubulin slarted lo be 
deleded (y_o) in !he margnal ZOOII 01 oampIes t.om "",1001 embtyos. lI>is 
was no! eoo..nl in Ihe mosI ..... ntral {V} Of donial (D) ...... " (uppw p"""Is): noIe 
1Ila!!he k.men 01 micI><ain. han ~ embr,os ~ro;led aallieo" lilao IIlaI 
01 rródIKan. hom wiid-type emllryoS. Al El l .5. aIOng"';lI> a ""'lidien in 
NesIin> ""lis. IIIboodanl ~1I·lubulin was dele<:led in lhe ..... """1 M ama 01 
_.'1OIIl ~ ent>ryos. whictl was dislribuled aIOng!he _ 
neuroepiltlelium lhickness. a r<lmbe1 af NesIin * c .... mmained in 1he midline 
01 most ""se. analysed. AIfOHS mjca[e!he _ 01 ""'!loa pIa!e in a mulanl 
sample. Mao-z. marginal zone; VZ. ventricula< tone: MZ. mande zone. Scale 
bar$ are 200 ¡no (e) TIla obsentatiOfls in A were oonfirmed by dew ..... ing 
lile explll$SlCO"Ilevels 01 ne...al pAl<U"SOt (50>< l . 50><2. Nestin) end neuronal 
1,pI11-Iubulin. Map2. N9UN. r8U) genes in ventral midbra .... 01 ernbry06 with "'" 
0111 genolyP8 indicaIed . No!e lI>at !heno was a "" marl<ed altemlion in !he 
""presSÓOl1 af gere. assoc:ialed willl mal,"" neunon. (Map2. N9UN. Tau). 

cx,cplion of ,vesli" cxp .... 'Ssion. me gcm: ~xp .... .,.,ion Ic\"<'ls obscl"\c'tl 
in n'm",lmcscnccphalons from Olll'-"L,.··ü. cmbryos wen: similar 
10 Ihose in smnplcs from 0111 ' '.<Z embryos. 

Posili\'e eells forTyrosiuc hydroxyl:ISC(TIl). a limiling l'IZYmc in 
lhe ,-ynlhesis of dop;unioe "nd "oe of lhe earlie,;! mJn.:clS of 
dOj).ll11illCrgic ncurons. "ere dC1CCll'tl m aboUI Ihc smne lime io 
"ild-Iypc 3nd muuull IÍssues (EL 1.5). hui lheil diSiribulion in lhe 
lancr s.1l11pks rcsemblcd a morc ad\'Jncc'tl dc\'clopmenlal ,;!agc (i.c. 
EL2.S) (Fig. -'A). In :lddil;on. cell quamificalion n:\eUll'tl a 
signiflCanl difTcrcnre in ~IC proportion of Th+ l-ells b(.1wc~n 

I11Il~lm and cOl1lrol midbmin liSllIlCS al Ell.5 (Fig. 4(1). In 
ag.rc¡:mcnl ",ilh mc prcm.llllrc en"k.-rgencc of TIl in mUlanl micc. 
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F¡g . 4. Oopamlnelgk: difleteoUa1lon In _Ioplng mldb.alns In Itle 
pJes..,,,. o. absen". 01 0111 . Dop""""""llK: diffe<enliaHon was delennined 
by (A.e) detecting!he ceAs oontaining IV"'""'" hydroxyiase (Th).!he IUniIing 
enzyrne in dopa rrine synlhesis. Of 1I>e expmssien l8ve1 01 ~$ gene (e) in Y9I1tra1 
midbrains 01 EII.5 'I~ wiIIIlhe genotl'P'l ndicaled. A siglillcanl!y !a<ge' 
n,...,be< o/ pulal/Ye dopaminergic 09Uf"OflS """m del'lded in s.amplo$ !mm 
oFAoZ 

... .:om¡>a'Ó$On wiIII .... ld-type embryos (A.B). whictl posru....,i)' 
COIf'IIaIed wi1h lh8 expressien levels 01 Th bul no! 01 genes I0OI ..... 
IlI<(l<flH<I in mal....., do¡>aminergoc ne...-oos (C). ScaIe bar is 100 ~m. While 
dOOed Ü1es hlocal'l lile limits 01 1M dopaminergoc domau> (esumaled by 1he 
3 ...... IlI<¡:nssr.g Lm, Ia) . Data represenled aS pol<I:entagll ol!he lO(aI ceII 
n,...,be< (DAPl * ceh )u.d.: n_S: 'P<O.(l!;. 

TiI mRNA Icwls "WI.· de"alcd in "'olml OH'''''lK"cphaloo of 
OlllbcZf<K-¿ embryos (F;g . -'el. in close similarity w;lh lhe iocn:ase 
in 1I1l1-lubulin; .. lmlginal incn:as¡, WaS d<'ll ... ·led in hc!crol.ygous 
cmbryos. TIlc mRNA Icwls of r",,,, :md Oill. m3n.:crs of m:l1urc 
dop,lIllincrgic ncuron~. did 110\ m3n.:edly Ch.ll1gC bc1WCCIl \lle 
diffcn:m gel10lypcs al E1I.5. probably bec3use lhe aoalysis was 
done al ao c:uly slage of diflcrcnlialioll. 

Mesencephallc e¡(planl cultures l8Capltulal e the effects of 
Motch signalling deficiency on dopaminergic neuronal 
differentialion 
11 was nOl unc.xpcc1oo 10 find lhal Ihc pn:m:llun: neuronal 
difTcn:miJlion dcscribcd alx)\'c al E11.5 was 1101 rel1cclcd inlhe 
e.~prcssion of gcnes cncoding proleinsassocialcd "ilh malurc neurons 
(c.g. NcuN). Sincc mes..'1K-ephalic dopmllincrgie difTCI\'nti:Jlioll was 
00\ complCll'tl befon: DI¡I«7.kZ C1nbtyos dic. we analyscd lhe 
d ifT~'TCr1Ij¡llion poIC11li~1 of mescroccpll:llic NPCs in culIun:. 
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E.~pla11l cuItUT\.""S cmbcddcd in collagen allo\\ oopaminer¡;ic 
ditfercnlialion 10 3 stage n.":>Cmhling Ihe distribulion and numbcr nf 
oopamincr¡;ic IlCUTOns prcsclll in Ihe mesenccphalon or E) ~ ·El S 
cmbryos (B.1iz.1b.11 and Co\'armbias. 20(9). 111 cOllcomancc "ilh 
Ihe obscn'miolls in EII.5 embryos. D1l11uczn.d mcscllccphalie 
explanes culllll\'d for 2 or~ days show • ..:! a highcr pro(lQnion ofTh+ 
cells in e"mparison "ilh l"<jui\"alem :;;Ullpl"" fmm 0111'/' emhry"s. 
MOSI Th+ eells ,,"ere NcuN+ in 2 tll)"S cultures of cxplanlS fmm 
cmbryos ofeilhcr gcnmyp<'. bUI fc,,"er ha,e Ihis ..... ·umnalmarkcr in 

A D1I1-w. 

2d 

4d 

8ioI<:>¡w Ü\>ft<1 (2016) 5. 33&347 rno:1O.124ZJbio.OI3363 

~ days cultul\:s of DIIl",,"ZkrZ e.~planlS Ihan or" ild Iypc (Fig. SAl. 
This is ""miniscent 10 Ihc proccss ohSl.Tn..:! in nc" ly oorn 
dopamincrgic neurons of embryas al E13.S. "hich al\: NcuN+ 
alld Iostlhis 1n.1rker by EIS.5 (see Fig. 7). Thcl\:fol\:.lmc ph.1SCS or 
dopamincrgic neurogl~K'Sis in lhc abscllcc of D1Il Ciln be obscr\'cd 
in <,<,<plant ruhul\:s. which ShOWlxl more ad,'allccd difTct\'ntialionl 
maluralion ",ilh ""'I"'CI 10 Ihal o;x:curring in wild-lyf'C c.'plant~. 

(n ordcr 10 gel more insighL~ inlo Ihe din.'Cl role of 
Noteh signalling in oofXUnincr¡;ic difl"!'\.'flli,nion. wc cu llured 
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Fill. S. Effeci 01 Not<:h . i¡¡nalling on n.uron~ 1 dop~mln. 'lI lc difhorentlation In .XJlI~n1 c"I~"re~ 01 d .... lop lnll m ... n""phalons. Ne<O\ll1a l Oopatnioei{/ic 

ddlerenli!lllOn """ deiennned by delecting !he n ..... tle' 01 CfI/I$ C<:Vltaining the ""'ture neuronal "*,,8< NEIoIJ N (,orne indicaled wilh arroM>eads) and Th (Al O< 
!he mRNA level 01 neural prewrw- (Neslil) O< ....... ronar (flIlI-lUb ..... ) markers (e). Mesencephalons wilh no O< Iow NOICh 'ignaIIing ~ 1hose deriv9d lrO<n 
OII"'bIo<Z embtyo:s (A) ti wated ""Ih Ihe OAPT NoIch IIlhibitor for 2 da iS (2 d) O< 4 (\¡Iys (4 d)( B. C). Note that Ihe lrea\ITIII,. (2d) 01 E 9.5 and E 1 0.5 e>pIanl cu~o.rn 
with !he NoICh inhibittl QAPT marlcedly red...:eQ Ihe expression of Hes5 with a "'"'irn ..... el!ecl on Hesf (B).1n ag,eemenl"';!h Ihe eflecI delermined In embryos 
lacking DlI. 0eIa~ QAPT elfec1 (2 daiS ... ,4 day$)on Ne$li>lexpte$$ion In cu~"reol El0.5mesencephalon$ oould be relaled 10 !he ""'trie ..... , NPC ¡)(Ij>IJaIion 
!hatls. ~ contn"Wtted IObecorne ne~ Scale bars n lOO ~ "'- Oata In B """,""Ied as averageUighes\lbweSlval ... , . 
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mescnccphahc c.~pbll1s in Ihc prescnee or abscncc of DAI'T, a 
fXJIl"U y-Sl'Cll."1ase inhibilor Ihal blums 1\'00eh xli, ~Iion al a kcy Slcp 
afier lisand binding (C"mfon! and Roclink. 2(07). Dut lO lhe 
\'arialiolls in numbcr and diSlribulion of diffo:n::ll1ialing eells in 
CUllUrcd e.~plams. we ml:llysro dop.1minergie neurogenesis in 
e.~pl¡mlS by eSlinmling mRNA le"els of genes rele"ant 10 Ihe 
proccss. As e.,pccled. the NOleh inhibilOT abolishcd ""s5 
e_xpn.'ssion in mcsencephalic cxplanlS of E9.5 or EIO.5 cmbryos 
afier 2 days in eulwre. "hcrcas II/'sl express ion "'as only panially 
:IITl'Cled (Fi¡;. 51l1. in dose similarily with the obscr\':llions in 
n1uL1m cmbryos. In gc nCr.ll . lhe effccI ofNotch sign~Jling inhibilion 
on mRNA 1C\'cls of ncuroml 3nd dopamincrgie gl'lCl> "llS in 
agrc.::ment wilh the obscr\'Jtions in DIII defieicnt embryos 
(Fig. SC). The proneurogenic effcct ofN01Ch inhibition ,,";.]S more 
pronounecd in smnples al E9.5 lhan al EIO.5 (i.c . .\- "S 8-fold al 
eilher 2 days 01' .\ days lreatmenl). Intcrcslingly. lhcre "'as nO 
proponion,,1 dccreasc in tllC mRNA Ie\'cls of Nes/i" (Fig. SC). 
suggcSling Ihm a fmction of NPCs are dil'iding eI'en under Noteh 
signaJling inhibition: nOIlClhe1css. nOle that Noteh signalling 
inhibition reduccd but did n01 a/'lect tlle ine=sing "'le of ,\'«</in 
mRNA le""ls in E9.5 explams. Sugg"SI;ng thal NI'C diff~",llIiation 
bul n(>I pllllifer;l1ion is Ihe largel of lhe NOIeh signalling patllway 
Thl-n:fo",. Noteh si¡;nalling inhihil;on nllroduccs the ncUlllgenie 
effCC1s of lacking 0111 . eonfinning that Ihis lignnd is the major 
",,--.líalor of NOleh funetion~. 

Abse n<:e of Nolch signalting modilies the flux 01 
dopamine.gic differentiation 
1I'1s~ t "nd Ngnl are tr::lIl,;¡;ription foctors "hose eOlTCsf'Onding 
genes are Imnsiemly expresscd dllring dopanllncrgic diffen;,ntiation: 
lhe former ís ,oo,lly prcst"m in "cllIrimbr NI'Cs a,ld m:uts lhe 
ini!iation ofdopamineryic dilTen:mialion (Arnlmson 1;1 al.. 2006bJ. 
"he",as lhe lalter is Ihe prom.·UI'31 fXlor mo", impor1:lm for 
dopalllinergic difTerelllialion lhal show:> highcr lc,-els in lhe 
inlcnnediate progcnilors befon;, Nurrl expn:sslon. a kl")' 
Ir:lIlscription f:letor oomrolling Th e.xpression (Kelc el al.. 2006) 
llel"3.u ... • difT~'"'ntialing cells can spread tO all din-clions from lhe 
site of binh. 110 dill:.:1 relationship among Ihe cells "ithin a slice 
C:U1 be c.xpcctcd. Tho:refol"C. in onkr 10 Cstim:llc the t..-""sitions 
among tlle lincage-,-.,bt,·d dopaminergic precursor.; inlhe eoorsc of 
diITeremialion. '\C dceidcd 10 determine the mRNA lel-els 
eorrcsponding to tllose threc tr.mscriplion fa<:lors in \entrJI 
n1esenccphalons of cmbryos from E9.S 10 E15.5 (Fi¡;. 6A). 1111.' 
higheSl IIIRNA le,els of "'-nl!1 wen;, deteetcd al E I I.S. "hieh 
rcpresemcd a JO·fold inere',).sc in comparison " ';lh the 1C\'el found al 
E9.5 : this Ie\-el \'allle mpidlydcc=sed to ncarthc limil of dC1cction 
sinec E12.5. Signilkam ic\'cls of NgI,l mRNA " 'cre dctcctl'(] al 
E IO.S, hcramc higheSl nt Ellj. and n",rI<~·tJlydlllppcd by E15j . In 
eont"",l. ,v"rrlmRNA le,-els iocn;,ascd gmdually frolll E10.5 up to 
EI 2.S. stage 111 "hieh appan;,ntly becmne Slablc. Sinee "':id!l. 
"'gil} and ,vurrl a,-., e~prcssed lIIoSlly in reSlricted non-overlapping 
NPCs Ih31 are linked along Ihe dop.1l1linergie diffcrellliation 
p.l1hway. the mRNA le"els detcrmined are in agrecment "ith a 
difTcrentiation Ilu.x starting "ith 3 definite numberor" Is.x 1+ Nl'Cs 
lhat nrc cOI1\'cncd into dopamincrgic llcurons passing scqucntially 
Ihrollgh Ngn2+ a,ld NUITI+ NI'Cs. Note thal the increase in Th 
mRNA le,els. represcnling the yOllng doparninl'rgie neumblaslS. 
laggcd lhal ofNurrl (s.."e bdow). 

lhc iocreasc in n, mRNA b 'cls and ",Imi,'c number of 
dopalllinergic ..... unlnS in the abscnce of Ollt sugg~"Sllhat Noteh 
signalling lI:gul~tL"S Ihc CIl1Crgl'llc.: of doparninl-rgic fe:llurcs. r\ 

nt:lrkcd increase in Ngn2. ""urr/ ond n, mRN/\ IcICIs in 

lli<lI<>g)' Os>&n (2016) 5, 336-341 dOi:l0.12421Dio,013383 

mesctlcl'f'h.llon of E 10.5 cmbl)'OS locking 011 t (Fig. 6A) suggcsts 
lh:u tlle ccll fXJpUblio .. s exp~s,ing Ng"l. ,\""rrl 8nd TI, a~ 
p...,n>"tun;,ly Clllcrging. llIlercstingly. al El I.S. ,Jf.~1·1 and "'gil! 
mRNA Icwls in the "'-'IIt ... 1 rnescnel'f'halon of D/II'-';!¡Ia(-Z embryos 
were 1011"Cr lhan in lhe onc ofwild·typc embl)'os: .If~rl and Mlt,lrl 
show~'(] similar reguL1tion as M'.~2 and NgII1. n.-spceti'-ely 
(Fig. S.\) In ugrcclOem wilh tlle correlalion Ix:lwccn ~le 

profXJnion of Nl'Cs alld mRNA le,-els. Ihe dcc'-"3.<c in ,\'gll1 
mRNA beis oolTClalcd with a d..--creasc in Ihe Ilumber of Ngn2+ 
NI'Cs (Fig. 6D.C). In cOlltmst . ,\'"rrl and Pi/.d. 1\\0 g<mcs 
dO"11S\realll /\);n1 ",hose e"pression renl:l;ns in Ihe emerging Th+ 
neuron:>. showctl slight diffen;,nces in Ihdr mRNA kwls in Ihe 
pn::scneeorabsencc of Olll :11 EII.5: only Pía] mRNA ICI'els " 'cre 
;n line with the increase in TIr exp",ssion bUI in mlleh IO\\-er 
prufXJrtion (Fig . .\). Ofnole ",ISlh:11 the redu'-'tion in 0111 (Le. 10 lhe 
3mounl prcsent in DIII " ""-z l'Inbryos) .JlIscd a marl<ed drop in 
N!tul mRNA lC\els only in embl)'os al E l 1.5 but prodUl'cd similar 
mRNA lel'c1salld c.~pression panerns as wild.type ofall olhcr gencs 
tC,,",e'(] (Fig. 6A). Therdorc. ",duClion in Ollt dose promotcs 
dop.ll1linl-rgic differcnlialion in associalion "ith a dceremenl in Ihe 
car ly spccific NPCs (i.c. Msx2+ and N¡;n2+). 

Thc above obSC' .... alions suggcst thal OIlI·NOleh si¡;nalling is 
contmlling the dilTerentíalion l1ux once dopaminergie Nl'Cs are 
spcciflcd sueh Ib.1l. during the process. the cITect is mainly 'lOtcd in 
lhe n.-.luClion of Ngn2+ 1r~nsiL'II1 progenitOr> bul nO! <:\'id~nt in 
lhe propon ion of differemi.11ct1 dopamincrgic neurobla"s. Thc 
dop.1mincrgic differcntimion l1ux Clln be ob:;cr\'ed in explams 
cultures In'aled with DAPT (Fig. 6D). During culture of 
lIleSCllCl'f'halie cxpbll1s acti"e diffcrenliation wa' indicaled by d'e 
rise in mRN/\ Icwls of ,I''''T/. ¡\'gll1 and Nurrl. lhc diffeTClt1iation 
dynamies in E'J.5 and EIO.5 cxplants "'aS similar hullhe iocn;,3SC 
fmm l days 10 4 da~ of cuhull;' in mRNA Ic\'cls of carly m;u-km 
(i ,c. M",,-II2. ,vgul l "'3S Icss pmoouoccd. "he",3S of kltc m:utcr> 
(i,c. ,v"rrl. Th) ",aS more pronoonccd at the more ad""nccd 
dc\'elopmcnLll Slagc. consistenl wilh the diITc",ntialion lrcnd 
O/X·ulTing. Upon N01Ch sign3l1ing inhibition. ('Onsisttnt deereasc 
;n Mu/lllRNA le.-el. ",as obscr\"~'(] in E9.5 c~plams tkspite Ihcir 
incre"ing phasc al lhis de\'elopmental SI"ge "hieh ,,·¡ts Slill 
ODscrll'(]: this obscrl'ation is il1 agreclllcnt with a no ",b'~nt 

funclion of NOIch in dop:unin"rgic I\'PC pl\llif~'l1ltion. In commst. 
NOleh inhibition eauscd a consistenl dccreasc in NglllmRNt\ (c"els 
in ElO.5 e.xplants. "here:as this efTcl1 " 'as noted in E9.5 only aller 
4 dlyS DAPT inhibilor tn.'~lIno:m: appan;,nt lock of cff~ct On ,\'g1l1 
mRNA Ie,'els in 2 days--trealcd E9.5 e.xplams supfXJ ns a 1l1lnsitory 
mle of Ngn2-'- cclls during diffcremiation. ,\ '"n" mRNA (c"els 
showcd Iower beis in E9.5 than in EIO.5 e~pL1nts. bUI a highcr 
irlCn.'11ent wastriggen;,d by NOlch inhibition. Similar beha' iourwas 
obscrl'~....J fo. lhe Th mRNA but ils b 'ds did not risc in EtO _5 
c.~planls after.\ day. 1\'00eh inhibitor II"C'JUltCm f'Ossibly due to the 
depktion ofprogcnitor c"lIs. Togelher. thesc d;'la are in agrcement 
witll a model in" hieh Ihe pmlifcr;llion and sizc oflhe pool ofNl'Cs 
fi<:, E9.5>E IO.5) defrncs 110", thedopamincrgie dilTcrcntialÍon Ou.x 
is nITcctcd by Noteh inhibition such thal. NI'C depletion and neuron 
gcncr.uion induce'\! by lhe NOIeh inhibitor S1n.~lglhen and ",cakcn. 
resf'C\:liwly. at latc phases ofdiITcrcnti3tion (possibly al1er E11.S). 

DIJ1 haploinsuffic ien<:y causes a redudion in dopaminergi<: 
ne urun, 01 the aduh braln subslantia nigm 
Thc altc"'tions in mRI\'A Ie\'cls of gencs in"oh'cd in neuronal 
dopalllinergic dilTe",miation 3S ,,-ell as Ihe lII<"SCnclllhalic 
phenotypc obscr\"cd in DIII""""z cmbl)·os. oolh consistem " 'ith 
mild pn:l1l.11urt' n~'Uronal diITcn:nlialiOll. promplcd US 10 sludy \he 
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F;g . 6. Oopamlne'lIic diflerenliailon ti"" In """,enc~""'on. along em"'Yonlc d .... ,opmen, o' In .. planl cult .... es with normal o' reduced NOIch 
.Ignallinll· Progr$ssion el <X>p8 ........ rglC d iflerenti81ion ""'5 loIIowed by <lele<:!ing Ihe e.pressbn el genes _ PJQWClS are maonly aosocialed wilh dLstine1 
Oopaminergic NPC$ (M$>III2+. Ngn2+ . Nurrl +) ord ille<entialed neurons( 711). F(Ir developing mesenoephalons (A). 10181 RNA..as exlraCled fu)m a pool el_1rlII 
regoons from errt><yos (alleas16) elihe genoIype ir>::Iica1ed. For ex¡)llw11 cubres el_ptlaIons (O) Irom E9S or El 0.5 embl)lO$. trea1ed or I'lOl ([)lASO) wiltl 
DAPl. each de!erminalion was froman ir>::Iepeodent pooIel <u'hred e.plants (al ""'si 3). Numbe<el Ngol. NPCsorTh. neurons in ..-..ocephalons from Ell.S 
errt><yos wih!he lI"f'OIype indicaled (B.C) smwsa good e<>m!IaIbn"';t!l Ngn2mRNA levels. ScaIe bar is 100 ~m. Data in C re_tedas average±s.d. 

conscqu<:nces in aduh ",iIX. Ahhough no diffc"'nccs in mRNA 
Ic\'cls of neuronal or oopamincrgic difTercmialion mar\:crs "·c,,, 
delccloo al E ll.5 or E 15.5. Io .... cr dcnsily of dopaminergic nCuronS 
in lhe \'cn1ml mcscnccphnlon of mulnnt in oomp.1rison "ilh "ild· 
lypc miec ...-as nO! ob"iousal E IJ.5 bul appan:n1 al E 15.5 "hcn Ihey 

'" 

a'" nen.ly lO CSl:lbli,h Ihci. final allocalion (Fit\. 7A). A., IIlcntioncd 
abo,·c. NcuN down"'gulalioll cOlY"Claloo wilh dOl';lInincrgic ncuron 
malu!""~lion such .hal SOI11<.' Th +/NcuN+ ,,"ere ddCCI(-d in DI/I '-o¡""z 

EI3.5 cmbryos bUI nlmoSl none in E 15.5 cmbryos of cilhcr 
t\cnO!ypc. hl1en:stint\ly. 1his rcdoclion in dopmninergie ncurons 
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F'u. 1. Number 01 <IoJ>llml .... 'lI'C 
",uro", In !he adull bl1lln unde< 
reduced 0111 levels. (") 00pami00'9'" 
"''"'''''' """ ... delected by !he pnosence 01 
Th (green). No "ll1IiI "'nt di~eff!llal ¡.., lhtI 
dens~v 01 Th* ",,,,,,,,s was Oe!ected ¡.., 
emb.yomc sampIe$. Note lila! sorne Th * 
",...oros in lhtI mesenoephalon 01 El 3.5 
embryos (an'OoYhe3ds) bul ~ in 11131 01 
E15.5 emblyos conlairled nuclea. N8<JN 
(red), a marl<er lfequentl)o Iound ¡.., matu,," 
... ...ons. Evident __ density ot n.* 
,., .. "' ... ~.IooJoo.;''II ,,"" ..... , N ..... N. _~ 

observe<! in !he SNpc 01 DIf""'<" rtHCe in 
compariaon with \he density in Iris region 
01 wikI-I)'pe mico . Seale bars are 100 1JIl1: 
"""'"". Í"l<IicaIe Tl>-/NeuN* c .... WllhUl 
Ite SNpc. (e) n.* rre<.rons """'" COUnled 
¡.., SIioes Irtm braolIof 14 rnonIh-old nioo. 
Data repres.enled as av-eraQeu,o. 
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~ ~ ~i ~ ~ 2i ~ ; 2 'ft~ •• U "',. . ........ .... _ .... --FIII. 8 . ... " iffe .. n~ation l1uo mat!> .... alical modellor lhe tlern.allon of me .. n""p/1~ l ic dopamin8fll'c neuron 5. (A) Rep..esenllllioos "'!he dstin<1 ceII 
popuIations aoa/yse<l during dopami .... r¡;c di~rentialioo., , ....... nCllIOl m&W~1on aod 01 Itoa oaldiffe<enlialbn p<Ilgf6OS indic.atu>g Ihe prOpOSed <01&'" 0 11 

aro! Ngn2. (B. D) Dynamics of diSbnCt ceII ~ions (M$>! 112 • • Ngn2 •• n . ) emarg"'ll during <IOp8<fl1fl8<gic d flerenCiation 111 diffef6nC '. vaiues ., lile prasence <JI" 
ttIe ~ (ful<lo5. of DUt. B) or haH (e.lI. Ihatpmsenl in Dl'"'1o<Z., D) active l. popWtion. (e.E) T .... d)'namicllf<M1tl of lhe majof NPC pop.¡OIIion. aod 
_uno <Io¡>aminergic neurms al a selecled x aro! '. values. lho5e 9"""9 rise 10 panems .. ...:nbIing !he ""es ftXP8rimen~ tlelennined. For 1 .... d)"namics 
shown. P._lO. 

t.::carnc c,idenl in adull micc. when: il was n:adity ,' isiblc in lhe 
subslamia nigro pars COnlp:lCla ISN¡x-) when: mOSl Th+ neumnS 
R.1nained NcuN ncgalivc (Fig. 7A.1l). Tllis is 001 relaK'tllo a 0 111 
mlc in nCnron Su .... i\"nl as simibr pllffiOlypc ""3S obsI-.... ·cd in )oung 
and old mice (,;ce Fig. S5). Noncmek,s.lO\\crncull".mal <kn,iIY ""3S 
1\01 "."stricK'tl 10 dopaminergie ""umnS or 111\.' mcscneepllali<' are~ 
hui rJlher nOled IllmughoUl 111<' brain. Thc funcliorol oonscqucnccs 
of Ihis rcdu,lion in ""uronal dcnsily "ill be publishcd cisc" hen: 
(mJnuscripl in prepar.l1iol1,. Thcrcfore. a 10WCT dose of 0111 
decl1.'a,C'S the pm-duC1ion of sc\"cr.ll ncumnal lypcS, pos~ibly by 
disrupling a diffen:11Iial;On nux silnilar In Ihe n"" dcscrib<.'d for 
mescllecpllalie dopamillCl"llic Ilcumlls. 

A mathematic:al model 01 dopaminergic: differentiation flux 
Ourillll nCllmll<'IICsis. cariy \l:mrieular ""uml precursors IOO"C 
lO lhe subwnlricular lO"" as Ihcy diffcl1.'lll;JIC (Fig. SAl. DIII 
c.~pl1.'ssioll was dc1CC1~d ill lhe sUb"Clllricular :ll'l:J of moSl 
mes.."'Ilcephalon al E tO- E l1 (Fig. 1) (scc "Iso Kele el al.. 2006: 
Lahli CI al., 2011. 000 CI al.. 2007). whel1.'3S Il es5. Ihe m~in 
mediJIOr of 011 t-NOlch signalling found. ha, been l\'pMcd 10 be 
most(y localed in the \"c'mricular arca (Kelc CI al.. 2006: Vemay 
CI al.. 2005). Fmmlhcse obser .. aliolls wc infcrrcd Ihal ccUs wrgCled 
by 0111 are local<'tl in lhe \<'mricular :tonc (Fig. MA). lhough ,,·c 
call1lm disearu 3 p.1r1ial O'crlal'pillll bc1WCCIl DIII 31ld lles5 
Cxpl1.'s,iOIl dornains. Analysis of ccll dcalh ;U1d pmlif<:ralion and 
CIlK'fgcnee of ncllfO!l~1 m.arkcrs al dilTcrenl JIlllIUIlIS of 0111 (i.e. 
1110"" in DlII +/' . DlII " ",,"2. DIII""''';''''2 rnice) Sug.gCl;llhal aS 0111 

"4 

dc(:rcascs. Ihe dilTcrcnli~lion ralc i""rcases. mcaning Ih~l fcwcr 
Nf'Cs di, ide "lid 111011.' c.~il lhe cc1I cyde lo bccOI11C ncumblaSls. 
This phcl1omcnon has t.::CIl obsel'cd in olocr brain I1.'giolls :md 
illlcIfll1.'tro as prcm.1lurc neumnal dilTcrcmialion dm.' lO th<, l.xk 
of lhe inhibilO,), diffcrcmialioll cffccl of NOlCh sigllalling 
(ll3lakeyama el al.. 1()()..1: (k la r ompa el al .. 1997: Lou\ i "nd 
Ana\"anis.Tsakollas. 10(6). l'rcrnalul1.' diffcrcmialiOIl during lhc 
c .• pansion ofdividing pl1.'cursorscnuld causc lheirr.lpid e .• hauSlion 
Jnd . COIlSC"qIlClltly. a n:ductioll illlhe Ilumocr of lleumllS produced. 

Incrcascd rdlc of diffcrcl11ialion can abo be obSl.'T\"Cd following 
spcri flcally Ihe nl<:';coc'llhalic llop."Un inergic li""age ( Fig. 8A). Our 
dala show thal initialioll of nellmn.11 diffcrelllimioll. as dCICC1cd by 
lhe cme<¡;<:ncc of f,i lll -Iubulin. is closcly roupled "ilh Ihc 
Jequis;liol1 of m~"'CfS of early dop.1millergic ""umblasl~ slIch as 
Nurrl alld TIl. alld Ill'llmi\'cly rc¡;ulalctl by 0111 . As expcl.'1cd. 
Msxll2. a marker or early di\'idíng doparnincrgic pl1.'cursors. 
eOllcoll1i~1111ly dccrcascs. As infcm'tl fmm Il1RNA Ic\'cls. Ihe 
numbcrofN¡;nH et:lls illCrcascs:md dccrcascs in coordinalion "ilh 
ltul of I> lsxll1+ cdls. blll under n.'tlucoo 0111 Icvcls. early 
emergcncc of Ngn2+ cclls occurs (Fig . 6A). 13ecause lile Ngn2+ 
Nr cs populnlion is a Ir.lnsi<:nl poorly dividíng cdl populalion 
(AndcTS.<0111.'1 al.. 2006a: Kclc 1.'1 al.. 2006: lllompSOll ct al.. 10(6). 
lhese ohscr\"alioo, suppon a m<'Ch.lni~1l1 in which Ihel1.' is no 
addit;onal l1.'>1 riClion on differc111imioll from Ngn2+ progcnilors imo 
Nurrl + ""urobla~s. 

A simplilic.:! rnotld 10 dcscrilx: 111<.' lransilion fmm spcrilicd 
dopamincrgic precur>ür (Msxl l2+: 1' ), going Ihmugh imC1l1ll'tlialc 
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[lrogenilOrs (N¡;n2+, Nurrl +; 1) up lO becOIuing a young 
dopmnilK"rgic neuron (Nurrl +rrh+; N) ( Fig. 8A) i~: 

o P - [1 _ I¡ _ N. 

Gilel1 Ihal Ngn2 ~'()nlrols DIII cxprcssion. cfrccIs of DI! 1 on Pare 
proportiol1:l110 Ihe :unOunl of [adjacenllo P (11; I¡ n'fers 10 mt' 1 
populalion mo,ing a""Jy from r possibly Nurrl+).lhus. Ihis CffC\.1 
varies according wilh the c-quation 

o - ¡;-:¡:-¡c"&;' ;:-:;:" - P + [I + [z + N' 

Considcring Ih.11lhen' is no n'Slrielion on diffcrcmialion fmm 110 N. 
as d:na suggcSled.me dynamic ch:mge in Ihe numberofP, II.I¡ and 
N during differelllialion can be modcllcd by lhe following sel of 
diffcrelllia[ equalions. 

"' p 
dt = + Pr{) - PrJ (1 ) 

1+ ll + l¡ + N P 

d[1 l' I -= rd - I'd d, 
(2) 

di, 
Ji = ll'd - Nrd (3) 

dN 
Tt = N'd' (' ) 

"hieh de\'c1op o\'cr lilllt' fmm an inilial populmion 1'0 (P \\hen 
1 , +h+N~O) and where lhe leml P(I+I,+I¡+N) rcprcscm,; Ihe 
frnc1ion of P ... ilh prolifcrnlion ifldcpcm!cnl of DIlI-NOIch 
signalling. 'p aOO rd denole lhe probabilily Ihal OIIC P eell self­
di,'idcs m differemiaK'S. rcsp"X:li'·ely. Thlls.. 

rp + rJ=I. 

To c:;tim.11e lhe value of Tp and 'd' ... e consilkr our expcrimenl:ll 
ooscr\'lnions soo\\ing lhat lhe population M""1 '2+ (P) initially 
gro\\,; aOO cxtinguishcs during the 6 days of diffe"'nliation (E9_ 
E15) with a ma.,Ílnulll aroulld El U. aOO tllat the plaleau of 
dopaminergic nellfOllS (Th+; NI is re,tchcd bel\\CCn EI3,5·EI ~.5. 
Using Eqns 1-1 .. nd 1'0=1010 deseribt' the diffcrcnlialion dynal11ics. 
il can be delenllilK"d Ihal r grows "hel1lhe rp "alue is aoo\'eO.70. 
al1d gels reSlriclcd 10 Ihe shun rJnlle ofO.75.o.80 "hen oon,idcrinll 
Ihe time 31 whic-h N ll.'3Ches a f'l:l1~au (Fig. 8B). Thc rr/rd \'alu,' 
lIIighl eorrclale w;lh a shorl "indow oflhe edl cydc al "hich lhe 
""umg~nie prnccss Can iniliale (bl3S3 et al.. 2(09). 

Fig. SC shows Ihe d~namics of dopamincr¡;ic difTeremilllion by 
comp.1ling Ihe growlh panem of lhe major dislincl ccll populalion, 
consi<kn.'<l in lhi, wolk ( I'o~ lO. r~-O. 78). Imcll."'SIingly, Ihe pa!lcrn 
ShO\<l1 rcscmblcs Ihe one cxpcrimcnL111y dctenninoo using lhe gene 
expll.'Ssion k"ds Ofl~ spccitic m:ukcrs for p. I,. I¡ alld N (F;g. 6). A 
majorcorn:lusion tlcri"'.'<l ffOllllhis dynamic n>Odd is lh"". Ihe inilia! Po 
poPlllalion product:S a 15-20-fold largcr N [lOJIIIL1tioll." hieh imp!ics 
lhal l' di,' idc:;c\'CT)' -20 h~-S limes duringdiffcremialion Alw. ilcan 
he inferrcd thal lhe Nllrrl 1:""" c.'1"""sinn l'atlCm del"""ni,,,,d ;< 
a.'SOC~1Icd ",ilh a Ir:tnsicnl Nurrl +fTh- populalion (possibly I ~ inlhe 
modcl) 111.11 emcr¡;cs before beroming Nurr l+ffh+ ncurobL1>l< (N). 

lnlhe simple l11a!hemalieal modcl dcscrib.."d aoo'·e. d..lJ rcpresenlS 
complete DIII deflCie'ncy (no NOICh sigl1:llling). and d,=I,(., )I[I'+l¡(xl 
+ I~+r-.'] "h.,."1lm .. ..", is '.~' fracrion of ll lhan in "ild-l )1leclllbr)"os. an 
C"SIima!ion of lhe 0111 leve! lrig¡,'CI"Íng NOIch sigl1:ll1ing in P; for 
ins~mc;:. x in DlII helcrozygolls embl)"o" mighl cql~11 v. . Varying d 
"alucs in Ih,' aoo,·c cql~~ion, gi,'e riso:: lO Ihe dyn:ullies such aSlhc ones 
n.11n:se11led in Fig. 8D (x~O.5; S(:c also Fig. S6 fm x-O) soo",ing Ihal. 
"s e.~pcclcd. C'~rlicrcmcr¡;rocc :md lo"'cr ¡:roduelion ofdopamincr¡;ic 
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neurons lhan ",ild·l~pc OCCU' as Notch ,ignalling decreascs. Note. 
hm,c,,,,, mallhe pRJduction of dop.1mincr¡;Í<: ""umnS allhc Un", rp 
\'alue uscd \\'hen x~ l li.c. full Olll <lose)appcars much lowCTlhanlhe 
0l1C eXpcrllll\."1lL1I1y delCTIllincd in Ihe SNpc of DlII ' 1M<z(abolll 80". 
of" ild typc). Considcring ma! lhe 0111 do~ in helerol)'goos mice is 
aclllally half Ih,~ of \\ ild Iypc. wc proposc 111.11 eonlpCllsalOl)' 
n"l<.'Chanisms eonlrolling di flcrel1liation ulldcr lO\<' 0111 <lose are 
rcfl .. x:k'<l in sl11.1l1 ch:1IIgcs in ~Ie r. "all1e (Fig. SE). Thcn:forc. 
dopamiflCT!lic difT.:n:mialioll dyn:ull!cs is mat1;cdly inlhI<!11"'Cd by Ihe 
n.""gul:nory n",chan;srn~ OClingon P 10 pll.'Cisdy dClennine me le\"\'1 of 
prolif1.'1:l1ion and diffC1CllIialÍoll. 

Coneh.ding remark! 
The inilial sp<.'CiflC<llion ofm .. ~phalic dopamincr¡;ic NI"'Cs occurs 
inlhe abs.:n,,, of NOlCh signalling. Thi, is fI01 uncxp<.'Cled since DlII 
e.'pll.'S.~ion in Ihe floor plate d,1"'OOs {)II a fimctional NgIIJ. a gene 
dO\\l1stn.-am FI~r(1J and L/ltrla (AooCfl<.'oOn el al.. 2006b: Fcrri el al.. 
2007). A "cry similar phcnomcoon occurs in Ihe spin.11 cord \\herc 
OOllloodOll~1in protcinsdelil'" lhe DIII sp.llial p.1ttem and bck ofDlIl 
incre,tses IICllroml1 difTen:mimion "i¡hool afl<x:ling IIIC spcciflc 
progenilor dornain boundarics (MarlduOO el al.. 2010). Ngn2 nmoo 
a lr.ll1sienl Nl'C poplllalioll durin¡; dop.lrniflCTJlÍ<: diffen.'111~1Iion. " here 
posili,'cly n.""gIlL1lcs DlIl c.xprcssion (Castro ,1 al .• 2006; Kde C1 al.. 
20061, while!he da!;] pn.·scm .. '<l h= sho\\" Iha! DlIl dox'S IJOI 31'P<'arlO 
n.~'lllate Ihe cxprcssion of ,\'g1l1 bul m~l.:r delcnnincs Ihe m.llubcr of 
cells expll.'Ssing il (Fig. 8A). Midb~Jins of Ngllr- elllbryos showa 
n"m,-d ll.-duClion in Ngn2 dowllS1n.-a1ll do¡!amincrgie man.crs sllCh as 
NlIrrL Pilx} and Th (Kc1c el al.. 2(06) Ihal. ancr birth. rcsults in a 
signiflCam dl":'l\.-a;;c in lhe nUlllocr of dop:uninergie ncurons 
IAndersson el al .. 2()()6¡¡). Con,id .. '1ing our obsc,\'mions. we proposc 
Ihal. in addilionlo Ihe ncurogcnÍ<: rolc. Ngn2 has an addilion;}) llniqllc 
funC1ioll in dop.1mincrgie difTcrcmialion. Ihe Il.""gula!ioo of NPC 
exp.1nsÍOll Ihrough Dlll (Fig. SAl. Non'1tlClcss. addiliol1:ll 
mechanisrns cornpclls,ge me "ffee! of n."duting Ngn2 (An<k'TSSOn 
el al.. 2()()6¡¡: Kek: el al.. 20061 or DII I (Ihis "'orkl nI! 11", pRJduction of 
dop:unincrgic neurons. The dyn:unic modcl of diff,..",nliaIÍOll \\c 
pmposc indÍC"Jle Ihal dopalllincr¡;ie NI'Cs cxh:mSl due 10 a higher ~JI.: 
of diffC1l."1lli .. ion Ihan pmlifC1;uion. ;} pnxc:;s n.""gu4"llcd by lhe 
imCl"JClion oclwcen 0111 ,md Ngn2. The ",maining NI"'Cs afk.,. EIZ.5 
are !ikc!y Ihe source oflhe glial cclls elllerging her in d.cvclopJllenl. 

The pRJduetion of spccifie ncurons during di:\'clopmcnt ShOlltd 
cOnlply "ilh the nllmber nccdcd for thór filllC1iolls in dIe aduh brain, 
Mon.'O'o·CT. il i, cxp<.'CIcd Iha! ncuronal diffen.·mialion is coordinalcd in 
lime \\"ilh Ihe prot:csscs Iha! control migration ofncllrobkLSlS or yOllng 
ncurons 10 Ihe defmiliw ll.'SÍdcncc site. ,;ilch Ih.'ll SllCCCSSfll1 connCCliolls 
bctWi.'C1l ncuroos OCCllr. lt is ~,'cncr:tlly lhought Ih:ll more ncuroflS Ih:ut 
n<'t.'<lcd are produccd .'lOO Ihal m:my die as Ihcy mmc mrough the pOlh 10 
lhe;, hOl11e :md I~¡r a,ons ,'Ott1p<.1e for n:aching lhe 131"b"'"'1 cclls. 
1l000",·cr. only in fe", iml:ut1."t"S have bccn dclllOnSl~Jlcd me role of 
naulrJI neuRJdegcncr.:l1ion ;n Ihe CStablb;]lfllelll ofllle filial 'lIImbcr of 
ncurons. Ihcrcfmc. ;1 is Slill ",Ievam !O delenninc !he comribulion of 
ncuron" prnduecd, He", "e found Ih,. "'e NOlCh_"'gul: .. ~-d 
differemilllioll flux fmm mcscneqlhatic dop.~min""Tgie pn.X:Ul'SOrs IIp 
lO bccoming dopmnincr¡;ie fK'lIrons is crilical for d.."'1enllining lite 
IIllmbcr of doP.111lincrgic nelllUOS pn.'SC!l1 in !he adlllt brain. 

MATERIALS AHD METHODS 
Malntenance of mutant mo" se Ilne DII1-"" 
l1Ic DIII''''~ ' mlllanl mou,., ¡,"" m lhe COI s1min g.n"~lc b.:oc~gm<,"d ""aS 

~",dly p")\ldcd by Or01<,·"" POUrqul~ .11110 S1O\\' ...... I11<o1iIUlO fOl" Medoc.1 
R,.""rch. a .. "ausc <':0 I 1<.11 uUlbl\."d .1""n. pI""OOI}'p',< """utllnll fnml lllo 
0111 mulallon lO" ;IS pe"en:,"ce ror cen.1II pllollOlypcs nnllhl "a!)' ."'01111 
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honlOlygoo, .mb<yo>; nono lhe l""". lhe p,nicul" pheOOlyl'" 'lUdif<l ""'" 
":as hi¡¡hly l'l'f'1'I'Iueiblc sUI:b"'Slin~ 1"" ,nn"",,,,, of poIenl ial nlO<l,f.,,,, 

pn,,",n' '" IDI' SI",in. The nx""""" resuhf<l fn~" !he '" fr~n", n."laecnl<'l1' 
of •. ",,,1 b)¡ O,e /¡ICZ ~ .... "'. a. describf<l by 11 mb<' <k Angeh, '" al. 
41\197). Th~ null .I\el. was n .. ,man",d ,n Ihe """'=YI:l'US SlJIe. 
SlnOX hO""-'''l'gou. ¡)1I1"".(. ... ~ .mbl)·QS d,~ "' arl'll.Lnd .mb'yon,e da)' 
E 12.S. "m,la, lIS previ"",ly rcponc-d (11 mb<' <le An~clis el al.. 19971. 
Wilh "nle ,·allallon. lhe g,,"fI<)' Il'" d<:lcmlln .. -d b)¡ PCR (forwanll""1"II:r: 

S·.(j1TGCACCACAGATGAAAC(¡C·)"; re'm;c P"""'" Y-AAGCCAG· 
ACG AAG,\ (¡(¡¡\¡\ACC(¡·3') wa, "o,nc,d"nl "',Ih I,,,·Z "'pn.,<lnll le"el 
3,111 " 'lIb 1010· 10 12 "'mbryo pheIlOl)'1'" (qj. bead morpbology. bacn10lTbagie 
>PO"). AII .n",,,,1 "",ml'ulallon. lI."<juircd f.". lhe prc>enl "'ork " ... ", in 
compha"ox ",,,h ,he 'Gu,de for ,b.: Carc.oIII Usc of L.oo",lory Am"",ls' 
jN",ional Rcscarrh C ...... "ill and appm",,'¡ by 00' U'OCIh,,;al Comm",,,,,. 

Coll agen e xpl . nt c ultures 

T"" nlldbr~," •. 'plan" ",,'" pn-palCd lIS <kscribo.'tl by Ilm.lllbal mili 
Co".rrub'3< (2U09). Whe-n <."<plalll< j ( 9,5 Uf ( 10,51 " ... ", ,rcalf<l "",h 
lhe 1 ..... '...,."'" inhibilOl ,v·[(J.5-[)jlluorophclI)'1)acelyl]-L-abn)'I·2· 
ph''IlyIJglyellle- l.l--dnlli.'lhylclh}'1 eslor (DAPn j51,/I-I. To<"s~ e"",ml 
"""hum Imd sa,,", ",luII'" (0.5 ¡.d 1 of di,"<:Ih}'l>u((o~,de (OMSOI: unde, 

Ihcsc c<oOOlllons .•• plonl'"'en.' nOl eullum.! fo, ~,"g"""h"" 4 d,ys. 

Tlsslle process ing a nd Immunoftuo,escence 

En'bryonic lx:lin "SS"" .,111 nlldbroin <.\1'1:",,, >0.:"",,. """. procos""¡ as 
d;......,"bf<I b)' lj'lIl';obal "Id Co"arrubia$jl(09). ,\11,,,,,,,,,,,1 ""'1iQns analy""¡ 
",,",,-, I"''P'-,'''o:ul;u'o ,..., .... ¡;c", ...,a, ,lo: II,,~;m of ,he "":"""'<1,h.l;'­
tIoxurc :rnd lhose sloo"''''g Ihe complele '''''11:11 ""UI'Ol'fIuhd,um (Fig. S(): 

11>.'$. ,he e.""'nle aro""", and p<>SIcno, ""''''''"'<'Ph:t1ic ,re,*, "'ero: <."<elo .. ,I.,,<I. 
Ti....., s.·<b,,,, "'en.' """,half<I w,lh ''''' "I'rrorn3le ""~IU,,, of .tIl;bod"", 
jTaNe Sil. To dct<"n,,,e "'-1, >,< ",,11 prohli:r3lÍCln. 1'''1:"001 n""" ,,""" injtc-lf<l 
",i!h 50)d of BrdU (SO ~g.\,I: Sig,,, • .,.,\llIrieh) 11, bd'"", sacrilice: BnlU 
1I"('O'I"'r.l!;"" \\11< d .. ~crn""td by ,rnnlUn<)noor\'S<\TII:e. On ,b.: olh<r ha-Jd !he 
TUNEL 3.<Sa)' jR""he) ,,,,~ us.:d 10 dClCl."I "1X'PIOhC cells In .. "fT"bI)u br.lln 

CI)'IlS<'<lloos. l'''ll3mI'''''' " ' .. -re C<OUIII':'SI:unw " ',!h 0111'1 (1: 1 O.O()O: 
¡"",Irtlgell). a, ... :tI",lys"" fo< IIl."lBlUnOO"""'-"I"" USU'I: a Z.,,, LS/I-I 510 
conf'lCll m",,,,,,,OJlC ,nd le,,, ApeIOn", m,cll>SOOJ'" A.IO O""",,C, ZI. 

Rea l-tlm e qu ant!tatlve RT·PCR 
Total RNA ":as eX":>Cled "'nll TRI""I (l",ilm~e-n) follo\\'i"S Ihe 
mallufael .. "",·, in"'rueI,o",. llo< \'elllml mjdbr~,n jddinf<l by 1"" 0"'" 
!Onh ofm,drn:.lIl .rouOO !he ln,dh"" j o f eml~yos "':os dis.."'<I<.-d ..... pooh.-d 
f,,,. RNA eXlr.>CIion frolllllO 1C5$ !han 1\\0 hit .. ..." al eaeh de,ocl,,!,,,,,,,,,,,1 .I.l./;e 

" ",,,,d ('.e. 1:'15-1:1 55 dPCI. S,ngle ",nlrol miJbroin. "'''"' 1101 us..'tl for ID" 
an,I)',,, beca" ... "'p id changos in b",n,' c~i""S",on ""cur in lb .. "'gion 
,,"nh," Ihe ",1e"001 de,eI"",,,,-,,,,,, "'inOO"·. and beca""" ,he lo,," R NA peld 
woold prc,,,," lrom u''''g Ihe same sample fOl roI'lf""ns lb.: • . '1"'-""';011 
","u.'m ofall Se,,,, .. For eXplanlS. 3 ""db, ... ,. "-,plan" (E9.5 or 1010.5) of 
cach co,IIl",on aud", ""11",,, Slagc "'ere roll""lf<I 1"" c~pcrim.ml: ;. IcaSl 
'"0 e~I'.,ri",,,u" \\~""-' pcrform,-d 1"'" eO .... ;liou .,111 '",. eullU'" ""ge. I'irse 
Slr;md c[)NA "'lIS syu,h",i>.cd u,i"g AM V Re,.ersc Tronscnll'-'sc 

(In\"1'rtog",1 and ohgo-dT,. I'Ilmer. Qu, nltl."", RT·I'CR ,,-;J.o; pe,rO"n"" 
U''''I: I{ApA SYI)R I' AST m;~ (KAP,\ 1)"'Y"'''1lI'l1 ,n lb<: prcsc,,,,e oflb<: 
specific pnu,,"rS lTabl" S2) arnllhe R01"'.(j""" JOOO lhe""""yek:r jCorh<.~' 
R""",,,,hl. ,,,me e.\prcssiun \\ ... e,,,I,,,,,f<I using a Me, lI1CIhod. Tht: 
!touscl:..,plng ge-ne R¡,II'I)""" u""¡ 10 n<)nnah >.c gene .~I\""io" b 'ds. 

Da ta a ... '~'¡' a nd mathe matical mode lling 
1'0< ",,11 q"",", f"'3I'oo ,n 1""",, SttIio,"" of emb'yoli 000 ""pl .. II. "ultu",",. 

""Sic ',!,I"'.( 1''''''''' ""'" :tIoaly.w il'l<lcpcndenlly ",ilh,n """h rollfocal SI:o<:k. 
Total nlBnbcr "f edls pos~"", (,,,.,,,,, ,pcnfic nwi."C1" "as do:I ..... ,,,r.cd ",nhm 

,'''' >I:ork. Unk"" iOOi""'f<I. ",,11, eoonl"" """," ilhin lito 1I10n.f<I arca, usl13l1y 
,'Om.'spoodOlg ' 0 ''''' LI1I~la e .• ~ion dO""'In Hl~"'fT11," .. -d ,n a parJlld 
S<.,<I.,nl. !'o, adull lx:lmS. ",;ce of5. 8. 12 .. 1<1 14 moollls ofab'" "'ero: us..'\I. 
Ahlouugh tblli--n:""e b!.1wCl.'Il DlI r" and l)1I1""'Zk',t In lht numw 0(Th+ 

'lC'lnIIlS ,,:as ,unil", .. all agcs. robu.'!I 'n:lI}",ís """ oo.lC fo, "'''''ycar old 
""i",als. W< too, . .. -d Ihe ulBnb!.,. ofTh+ tell, in lhe SNpc "fti\"< d,n<rc'~ 
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sh"" 31""g lito 31l1el'O--f'O'l''1io, nis roreach 01/1 '''' a,'" DI/I""';¡, ... ·z 'Il00''-'' 
(,."'¡I. The propon"", ofpos;",,, ""lis f", a ~""" marler >S c .• pn:sseJ a, a 
~n"'ge oflhe '01,1 ",,11 "uml>..,. <OA PI + ""lIs)i5.d (51""":111.1 d ..... ·i .. 'un) 
e"kulaloo fro", al l<as<. 3 d,fI<I\'IllltSSUe s .. mpl ... ASI .. .",ks '" gr.tplts ,001""" 

Ih31 ''''' e.\I","''''''101 gmups "~.,., sigrulicmwly d ,ff''R.'Il1 fro", C(I/ltrol ~""'PS 
(P<O.05 "" di.'l .... nin;;d bylh;; I.I/;SI~ Malhen .... ical,no(idhnll ""-, pcrfor,,>td 
in M3Ilab solla"""" (~blh\\'orls. N",id •. Ma.so;acbu",",i. 
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We . ... p.-... 10 €Ii<abeth Mala. G<acieIo CIobe<a ano;! AnQ-éo s..",Iegu' "" ..... 
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f".S 

Fig. 51 . Phenotype of mouse embryos homozygous for a DI/1 null allele 

(Off1'·cZ). Despile Ihe broad abnormalities of El 0.5 mouse embryos lacking DU1 , 

Ihe midbrain area is nol largely affeeled. This is also apparenl for El l .5 

Off1'·cZA.eZ embryos, but during disseetion it was evídent thal Ihe líssue has 

become softer and fragile. Braín disruption al E12.5 is characterized by multiple 

haemorrhagie spots (data not shoWl1) as prevíously reported (Hrabé de Angelis 

el al ., 1997). No major growth dífference was deleeted between Dfr~cz and wild 

type embryos and pups are of the same weight and síze at birth; mild braín 

phenotypes were detected in Dfr~eZ embryos but with 10w penetrance. A/ways 

a stronger signal was detected after staining for laeZ in Dff1'·c~cz than in 

Dfr~cz embryos (lower panels). The line crossing Ihe midbrain al Ihe 

mesencephalic f1exure level (arrow) represents the approximate position of 

slíees shoWl1. Arrowhead: isthmus 
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E95 E105 EOS E10.5 
Lmx1a Foxa2 

Fig. S2. Effect of Notch signalling inhib ition on mRNA levels of 

dopaminergic specification markers. Mesencephalic explants from E9.5 and 

E10.5 were culture tor 2 days in the presence or absence of DAPT Notch 

inhibitor (dissolved in DMSO). Levels of Lmx1a and Foxa2 mRNA were 

determined by RT-qPCR. 
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Fig. S3. Cell death and proliferation in developing midbrains in the 

presence or absence of 0111. Cell death was determined by TUNEL (A, left 

panels, red nuclei) and proliferation by incorporation of BrdU (A, right panels, 

red nuclei). With the exception of the ventrolateral area of midbrains from E11 .5 

DJI,eZll.ez embryos (bottom, left panels), very few dying cells were detected in 

E10.5 or E11 .5 embryos, independent of the presence or absence of 0111 . In 

contrast , a marked reduction in BrdU+ cells was found in midbrains of E11 .5 

mutant in comparison with wi ld type embryos (A, bottom, right panels, and B), 

difference that can be detected since E10.5 (A, right, upper panels). Note, that 

this observation was more prominent in the ventral mesencephalic area of 

E1 1.5 embryos. The scale bar is 100 IJm. 
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Fig. 54. Levels of Msx1 and Mash1 differentiation dopaminergic markers 

at different 0111 dose. Total RNA was extracted from a pool of ventral regions 

of mesencephalons from E11 .5 embryos of the genotype indicated, and mRNA 

levels determined by RT-qPCR. Note that mRNA levels of Msx1 and Mash1 

show a similar pattern as mRNA levels 01 Msx2 and Ngn2 (See Fig. 7), 

respectively, upon different 0111 dose. 
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14mo 

Fig. SS. Oensity of dopaminergic neurons in the adult brain at different 

0111 levels and ages. Oopaminergic neurons were detected by the presence of 

Th (green) among Ihe tolal number of cells (nucleus stained wilh OAPI ; blue) in 

slices of adult mesencephalons from mice with the genotype and ages indicated 

(scale bars are 100 !-1m). Slices for comparison were selected on the basis of 

similar morphology of distinct brain structures including the substantia nigra 

¡tself, the hippocampus, the aqueduct and the lateral ventricles. Lower density 

of Th+ neurons in substantia nigra of O/f"~cz mice than in that of 0111 +/+ mice 

was evident along the whole structure with little difference between the ages 

tested. 
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Fig. 56. Dynamics 01 Msx1/2+, Ngn2+ and Th+ cell populations during 

dopaminergic differentiation at different rp values in the absence of an 

active 11 population (x=O). Based in the equations described in the main text, 

the predicted dynamic growth of dopaminergic NPC populations and immature 

dopaminergic neurons in the complete absence of 0111 and at different rp values 

(A) or at a selected rp value (0.84) are shown; Po=10 was used. Note the 

prominent reduction in dopaminergic neurons under these conditions that hardly 

can be compensated by increasing the rp value. 
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Table 51 . Antibodies used tor immunotluorescence procedures 

Antibody 

Goal 

Goal 

Goal 

1:1000 

1:1000 

1:1000 

Molecular Probes 

Molecular Probes 

Molecular Probes 
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Tabla 52. Oligonucleotides tor RT -qPCR" 
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