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RESUMEN

El desarrollo embrionario en vertebrados es coordinado por una red de sefales y
factores de crecimiento que comandan diferentes procesos celulares. Sonic Hedgehog
(SHH), es un ligando considerado como un regulador maestro que dirige los procesos de

proliferacion celular, migracion, apoptosis, sobrevida y diferenciacion celular.

SHH es liberado al medio y una vez que llega a su célula blanco, ésta activa una
compleja via de sefializacion intracelular, que finalmente, moviliza a los factores
transcripcionales Gli. Estos ultimos activan la expresion de genes blanco de la via
reconociendo secuencias especificas en el ADN llamadas GBS (del inglés “Gli Binding
Site 7). Ademas, se sabe que una desregulacion en la via de SHH/GIi puede llevar al
desarrollo de céncer, como ocurre en los casos del meduloblastoma y el céncer de
células basales de la piel, entre otros.

Recientemente, por resultados obtenidos en el laboratorio, se establecio que en los
modelos de raton y pez cebra, el gen neogenina 1 es un blanco transcripcional de la via
SHH/GIi. Considerando la conservacion evolutiva de la via de SHH/Gli y la
caracteristica multifuncional de la proteina Neogenina 1, un receptor de membrana que
responde a diferentes ligandos, sumado a su reciente implicancia en cancer, se plante
estudiar a Neogenina 1 como un nuevo blanco transcripcional directo de la via SHH/GIi,
en un modelo celular de neuroblastoma humano, una patologia donde se sabe que la via

esta activada.

En ensayos de pérdida de funcion farmacoldgica de SHH realizados en cultivos
celulares de neuroblastoma humano, se observd que la expresion de Neogenina 1
disminuia de manera dosis dependiente. A partir de este resultado, se realizé un analisis
in silico que determind la existencia de tres posibles GBS en la secuencia de Neogenina
1: GBS 1 ubicado a los 18,6 Kb rio arrida desde el inicio de la traduccion, GBS 2 y
GBS 3, localizados dentro del primer intrén, a 39,1 y 54,4 Kb desde el inicio de la

traduccion, respectivamente. Luego, se estudio el reconocimiento y la unién de factores
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transcripcionales Gli a los posibles GBS mediante ensayo de inmunoprecipitacion de
cromatina (ChIP) en células de neuroblastoma. Solo el sitio GBS 3 fue reconocido por
Gli 2. Finalmente, para evaluar la funcionalidad de los GBS encontrados en Neogenina
1, éstos se clonaron rio arriba del gen reportero luciferasa. Concordante con el resultado
del ChlIP, sélo el sitio GBS 3 activo la expresion de luciferasa en respuesta a la

activacion con Gli 2.

Por lo tanto, este trabajo de tesis permite establecer a Neogenina 1 como un nuevo gen
blanco transcripcional directo de la via SHH/GIi en modelo celular de neuroblastoma
humano. Con esto, se pretende aportar al entendimiento de los mecanismos celulares
que hacen a SHH contribuir en procesos tan diversos durante el desarrollo embrionario

y que probablemente subyacen al desarrollo de cancer.
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SUMMARY

Neogenin 1 is a direct transcriptional target of the Sonic Hedgehog signaling

pathway in a human neuroblastoma cell line.

The patterning and growth of a multicellular embryo is orchestrated by a number of
developmental signaling pathways, such as the Sonic Hedgehog (SHH) signaling
pathway. SHH is considered a master regulator controlling a variety of complex
processes such as proliferation, cellular migration, apoptosis, differentiation and cellular

survival.

SHH is secreted by a group of specialized cells and once reaching its receptors in targets
cells, activates a complex intracellular signaling pathway that finally mobilizes the Gli
transcriptional factors. These factors move to the nucleus and recognize specific
sequences in the DNA known as Gli Binding Sites (GBS), activating the transcription of
their target genes. It is known that a deregulation of the SHH pathway drives the

development of several cancers, like medulloblastoma and basal cell carcinoma.

Recently our laboratory established neogenin [ as a transcriptional target of the
SHH/Gli pathway both in the mouse and zebra fish models. Considering the
evolutionary conservation of de SHH/Gli pathway and the multifunctional properties of
Neogenin 1, a transmembrane receptor that binds different ligands, and that has been
implicated in cancer, we proposed to study human Neogenin I gene as a new and direct
transcriptional target of the SHH/Gli pathway using a human cell line of neuroblastoma,

a cancer where this pathway is constitutively active.

In pharmacological SHH-loss of function assays made in neuroblastoma cell cultures,
we observed that Neogenin 1 expression was decreased in a dose-dependent manner.
Based on this result, we performed an in silico analysis that showed the presence of
three putative GBS in the Neogenin 1 sequence: GBS 1, located 18.6 Kb upstream from
the translation start, and GBS 2 and GBS 3, which were located within the first intron,
39.1 Kb and 54.4 Kb from the translation start, respectively. Next, we studied the Gli
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transcriptional factor recognition and binding to these putative GBS through chromatin
immunoprecipitation (ChIP) in neuroblastome cells. We found that only Gli 2 activator
recognized only GBS 3. Finally, in order to evaluate the Neogenin 1 GBS functionality,
we cloned them upstream of the luciferase reporter gene. Concordant with the ChIP
result, only the GBS 3 induced luciferase expression upon Gli 2 stimulation. In
summary, this thesis proposes Neogenin 1 as a new direct transcriptional factor of the
SHH/GIi pathway in a human neuroblastoma cell model. Our results aim to contribute
to the understanding of how the SHH pathway is involved in diverse processes during
embryonic development, and also, to the cellular mechanisms that explain the role of

SHH in cancer.
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1. INTRODUCCION

El modelamiento, crecimiento y desarrollo de organismos multicelulares corresponden a
procesos finamente regulados por la accién de diferentes vias de transduccion de sefiales,
cuyas acciones son mediadas por un conjunto de factores secretados. En vertebrados, existe
una compleja red de sefiales secretadas, que incluyen a la familia de factores de
crecimiento llamados Hedgehog (HH), compuesta por Indian Hedgehog (IHH), Desert
Hedgehog (DHH) y Sonic Hedgehog (SHH), siendo SHH el ligando mas ampliamente

expresado.

1.1 SHH en desarrollo
Para llevar a cabo su funcion en el desarrollo de tejidos y érganos, SHH es un ligando que
coordina diversos procesos celulares como proliferacion, diferenciacién, muerte, migracion

y supervivencia celular [Varjosalo & Taipale, 2008].

Tempranamente durante el desarrollo embrionario, SHH dirige el establecimiento de
patrones en el embridn (patterning), determinando los ejes dorso-ventral y antero-posterior,
procesos bien estudiados en el desarrollo del Sistema Nervioso Central (SNC) y las
extremidades, respectivamente [Varjosalo & Taipale, 2008]. Se ha descrito muy bien la
accion de SHH como morfdgeno, es decir, como un ligando que es generado a partir de un
centro organizador y que puede actuar de forma autocrina o paracrina. De este modo,
genera diferentes gradientes de concentracion en los tejidos. Estos gradientes son
codificados e interpretados por las células receptoras para adquirir diferentes destinos y

comportamientos celulares [Fuccillo y cols., 2006; Varjosalo & Taipale, 2008].

Durante el desarrollo del SNC, SHH se expresa y secreta ventralmente a partir de dos
estructuras ubicadas en el tubo neural: (i) la notocorda y (ii) la placa del piso, difundiendo y
estableciendo asi su gradiente dorso-ventral con el cual inducira a los progenitores neurales
a comprometerse en diferentes linajes celulares, tales como interneuronas y motoneuronas
(figura 1). Una vez establecido el patterning, SHH adquiere una importante accion
mitogénica induciendo la proliferacion de los progenitores neurales en el cerebro dorsal,

contribuyendo asi el crecimiento y desarrollo de estructuras tales como la



neocorteza, el cerebelo y el tectum (figura 2) [Palma y cols., 2004, Traiffort y cols., 2010,

Fejioo y cols., 2011].

Tubo Neural

+— Interneuronas VO

+— Interneuronas V1
Interneuronas V2
Motoneuronas

Neuronas V3

FP

Shh /® Ventral

Figura 1: Esquema de la accion de SHH como morfdégeno en un corte transversal del
tubo neural en desarrollo. El gradiente de SHH define subtipos neuronales durante el
patterning. SHH (puntos amarillos) es secretado a partir de las células de la placa del piso
(FP) y la notocorda (Nc) para generar un gradiente de concentraciones en el eje dorso-
ventral del tubo neural. En el desarrollo, el gradiente de SHH establece una organizacion
espacial de las células progenitoras neurales, las que progresivamente, definen diferentes
tipos celulares (interneuronas V0-V3, motoneuronas y neuronas V3) a lo largo del eje
dorso-ventral. Adaptado de Tierney, 2011.

Figura 2: SHH induce mitosis en progenitores granulares cerebelares en el desarrollo
del SNC. SHH es secretado desde las CP y actla sobre las CGE para inducir su
proliferacion. Luego de este periodo de intensa proliferacion dependiente de SHH, las CGE
comienzan a diferenciarse y migran hacia las capas celulares mas internas del cerebelo para
formar el estrato CGI en el cerebelo maduro. CP: células de Purkinje. CGE: Celulas
Granulares Externas. CGI: Células Granulares Internas. PO: dia post-natal cero. P7: dia
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post-natal 7. P21: dia post-natal 21. AP: eje antero-posterior, DV: eje doral-ventral.
Adaptado de Curran & Romer, 2005.

1.2 SHH en la vida adulta

SHH no so6lo juega un rol fundamental durante el desarrollo embrionario, sino que también
sigue siendo importante en los estadios postnatales y en la vida adulta. Existen dos
estructuras en el SNC adulto donde ocurre la neurogénesis: la capa subgranular del giro
dentado en el hipocampo y la zona subventricular (SVZ) en las paredes de los ventriculos
laterales. Se ha visto que SHH se expresa endégenamente en estos nichos neurogénicos.
Ademas, su secrecidn corresponde a un mecanismo critico en la mantencion de los linajes
de las células madre y en el proceso de la neurogénesis, eventos necesarios para una
adecuada homeostasis de los tejidos en la vida adulta [Lai y cols., 2003; Palma y cols.,
2005; Traiffort y cols., 2010].

1.3 Sintesis, Procesamiento y Secrecion de SHH

SHH se sintetiza como un precursor de 45 KDa y luego éste cataliza su propia hidrolisis
mediada por su extremo C-terminal. Esta hidrolisis genera dos péptidos: uno de 25 KDa sin
actividad bioldgica conocida y otro de 19 KDa, bioldgicamente activo que corresponde al
extremo N-terminal de SHH (SHHN). Luego, el péptido SHHN sufre dos modificaciones
lipidicas: la unién covalente de una molécula de colesterol en su C-terminal y la union de
una molécula de acido palmitico en su extremo N-terminal. Estas modificaciones se
relacionan directamente con la localizacion, secrecion, difusion y actividad de SHH. Las
células que secretan SHH requieren de la presencia del transportador Dispatched, una
proteina integral de membrana con doce dominios transmembrana a través de la cual SHH
llega al espacio extracelular y difunde en gradiente hacia los tejidos blanco [Simpson y
cols., 2009; Traiffort y cols., 2010, Hui & Angers, 2011].

1.4 Recepcion y Transduccion de SHH

La recepcion de SHH en sus celulas blanco ocurre en un organelo altamente especializado
Ilamado cilio primario. Este organelo se proyecta desde la superficie celular y funciona
como un centro o antena de sefializacién, en el cual ocurren diferentes vias de transduccién

de sefiales. Una vez secretado hacia la matriz extracelular, SHH interactiia con su receptor



Patched/Ptch/Ptchl, una proteina integral de membrana localizada en la base del cilio
primario. El complejo SHH/Ptchl es internalizado por endocitosis y es llevado a
degradacion lisosomal. A su vez, la interaccion de SHH con Ptchl revierte la represion que
constitutivamente ejerce Ptchl sobre Smoothened (Smo), una proteina con siete dominios
transmembrana. Smo es liberada por un mecanismo que no es del todo conocido, y es
desplazada por medio de vesiculas intracelulares a la membrana del cilio primario. Una vez
en el cilio, Smo gatilla una compleja cascada de sefializacion que lleva a la activacién de
los factores transcripcionales Gli, los que se desplazan al ndcleo y activan la transcripcion
de genes blanco de la via (figura 3) [Varjosalo & Taipale, 2008; Traiffort y cols., 2010;
Goetz & Anderson, 2010].

.J =3
f/ \ <D, \
\ / ) 2/
"~ -
Xe Gli Blancos de Gli
,( DD

(C GllR

IOPDOOODI POOOOPOERITHIOPDID]

Figura 3: Sefalizacion de la via SHH/GIi en el contexto de cilio primario. A. En
ausencia de SHH, Ptchl se localiza en la membrana del cilio primario e impide la entrada
de Smo a él. Los factores transcripcionales Gli son preferentemente desplazados hacia fuera
del cilio primario y procesados a sus formas represoras, inhibiendo asi la expresion de los
genes blanco de la via. B. Cuando SHH estd presente en el medio, interacciona con su
receptor Ptchl, el complejo Ptch1l/SHH es endocitado, al mismo tiempo, Smo comienza a
acumularse en la membrana ciliar. Esto induce la entrada de los factores Gli a la punta del
cilio. Smo promueve la disociacion de los factores Gli con SuFu, un regulador negativo de



la via, liberandolos y dirigiendolos al ndcleo para activar la transcripcion de los genes
blanco de la via. Adaptado de Hui, 2011.

La figura 7 muestra un esquema simplificado de la via de SHH. En éste, se indica la accion
de los farmacos tradicionalmente utilizados como agonista (purmorfamina) y antagonista
(ciclopamina) de la via de SHH. Purmorfamina es un derivado de purinas que actda uniéndose
especificamente a Smo [Sinha & Chen, 2005]. Ciclopamina, un alcaloide natural extraido a
partir de la especie Veratrum californicum, es un potente inhibidor de la via de SHH, cuyos
efectos teratogénicos son ampliamente conocidos dados los fenotipos producidos en los animales de
granja que consumen esta hierba [Chen y cols., 2002]. Al igual que purmorfamina, ciclopamina

ejerce su efecto uniéndose directamente a Smo [Chen, 2002; Kamenetsky y cols., 2002].

1.5 Factores Transcripcionales Gli: una mirada molecular de la via SHH

En vertebrados, los factores transcripcionales Gli comprenden una familia de proteinas,
compuesta por los factores Gli 1, Gli 2 y Gli 3, con dominios altamente conservados entre
ellos. Se unen directamente al ADN a través de dominios de dedos de Zinc, reconociendo
secuencias especificas o sitios consenso 5° GACCACCCA 3’ descritos originalmente para
el genoma humano, también conocidos como GBS (Gli Binding Site en inglés) [Kinzler &
Vogelstein, 1990]. Esta secuencia es conservada y funcional en ratén [Sasaki y cols., 1997].
Sin embargo, recientemente se ha reportado que estos factores transcripcionales pueden
reconocer y responder a secuencias en el ADN que son catalogadas como GBS no
consenso. Estas secuencias presentan al menos un cambio de base en comparacion con la
secuencia GBS consenso [Winklmayr y cols., 2010], inclusive se ha reportado casos con
dos o tres cambios respecto del GBS consenso, como ocurre en la regién promotora del
gen Fgfl5, que codifica para el Factor de crecimiento 15 de fibroblastos, donde ambos GBS
encontrados presentas las sustituciones 1T2G9G y 1T2GOT respecto de la secuencia

consenso [Winklmayr y cols., 2010].

Los estudios funcionales de las proteinas Gli han determinado que tanto Gli 1, Gli 2 y Gli
3 tienen un dominio de activacion en sus extremos C-terminal, en cambio solo Gli 2 y Gli
3 poseen un dominio de represion en su extremo N-terminal. En consecuencia, dependiendo

del contexto y de la presencia de SHH en el medio extracelular, las proteinas Gli se



comportan como activadores o represores de la transcripcion. En ausencia de SHH, Gli 1 es
reprimido transcripcionalmente, mientras que Gli 2 y Gli 3 se retienen en el citosol, se
proteolizan por complejos enzimaticos y se procesan a sus formas represoras, inhibiendo la
expresion de los genes blanco de la via. Inversamente, cuando la via es activada, se acciona
la expresion transcripcional de Gli 1y se inhibe el procesamiento proteolitico de Gli 2 y de
Gli 3. Gli 2 se transforma en el principal activador transcripcional de la via, se transloca al
nucleo y activa a los genes blancos de la via. Entre los genes blanco que se activan estan
Gli 1 y Ptchl, lo que gatilla un mecanismo de retroalimentacion positiva y negativa de la

propia via, respectivamente [Ruiz i Altaba y cols., 2007; Hui & Angers, 2011].

El balance intracelular que existe entre las funciones activadoras y represoras de las
proteinas Gli, que a su vez esta determinado por el gradiente de SHH presente en el medio,
parece determinar un programa transcripcional definido, o codigo Gli, en los multiples
blancos de la via que finalmente comandaran el fenotipo y el comportamiento celular en
respuesta a SHH [Ruiz i Altaba y cols., 2007; Hui & Angers, 2011].

1.6 SHH y Neuroblastoma

La via de sefializacion de SHH/GIi no solo dirige la proliferacion de células progenitoras
durante el desarrollo embrionario y su posterior diferenciacién, sino que también en la
adultez. Es asi como la via de SHH/GIi cumple un importante rol como un modulador en la
homeostasis de los tejidos, manteniéndolos y reparandolos. El correcto control de la
homeostasis ejercido por SHH se logra regulando el comportamiento y la auto-renovacion
de las células madres/troncales y progenitoras. De acuerdo a lo anterior, una desregulacién
en la via de SHH puede conducir al desarrollo de cancer [Merchant & Matsui, 2010; Stecca
& Ruiz i Altaba, 2010]. En la mayoria de los casos clinicos, se presenta una mutacién de
pérdida de funcion en el gen del receptor de la via SHH, Ptchl, llevando a la activacion de
la via independiente de ligando. Esto ha sido muy bien establecido para el caso de
Carcinoma de Células Basales y Meduloblastoma, donde mutaciones puntuales en el
receptor Ptchl, producen una activacion constitutiva de la via de SHH conduciendo al
desarrollo de estas patologias [Caro & Low, 2010; Hatten & Roussel, 2011; Li y cols.,

2011]. Sin embargo, en otros casos se presenta una mutacion de ganancia de funcién a



nivel del gen del co-receptor Smo o una mutacién de SUFU, un regulador negativo de la
via de SHH/GIi [Crowson, 2006].

No obstante lo anterior, s6lo recientemente se ha estudiado el rol de la via SHH/GIi en el
desarrollo de neuroblastoma, una neoplasia iniciada muy tempranamente en el desarrollo,
El neuroblastoma se origina de la cresta neural, durante la embriogénesis, y puede
aparecer en cualquiera de los sitios anatomicos a lo largo de la cadena ganglionar simpética
desde el cuello a la pelvis, asi como en la glandula suprarrenal. Se postula que
particularmente deriva a partir de la desregulacion en las células de la cresta neural 0 méas
tardiamente, en las células de la raiz de los ganglios dorsales (RGD). Ademas el
neuroblastoma constituye el segundo tumor solido extra-craneal més frecuente en nifios
[Shahi y cols., 2009; Kamijo & Nakagawara, 2012]. Al respecto, se sabe que diferentes
lineas celulares de neuroblastoma y muestras tumorales de pacientes, tienen una alta
expresion de los componentes de la via, como lo son SHH, Ptchl, Smo, Gli 1 y Gli 2 [Mao
y cols., 2009; Sousaki y cols., 2010; Shahi y cols., 2011; Xu y cols., 2012]. Ademas, se ha
reportado que la inhibicién farmacoldgica de la via de SHH/GIi usando el inhibidor
ciclopamina o induciendo un silenciamiento transciente del factor de transcripcion Gli 2,
principal factor activador de la via, produce una disminucién en la capacidad proliferativa
de las células de neuroblastoma. Concomitantemente, se produce un aumento en el nimero
de células en fase Go/G; del ciclo celular, aumenta la apoptosis y hay una disminucion en
la capacidad de formacién de colonias, es decir, se genera un deterioro en la capacidad
clonogénica y tumoral de las células de neuroblastoma [Mao y cols., 2009; Xu Yy cols.,
2012]. Sin embargo, el mecanismo subyacente de SHH para promover la supervivencia y la

capacidad tumoral de las células de neuroblastoma aun es desconocido.

1.7 SHH y Neogenina 1

Recientemente, Milla y cols. publicaron un trabajo en el que utilizando herramientas de
biologia molecular aplicadas sobre genotecas de raton y pez cebra (Danio rerio), junto a un
exhaustivo analisis predictivo in silico, se determind una serie de genes candidatos como
posibles nuevos blancos transcripcionales de la via de SHH/GIi, entre los cuales figuraba

Neogenina 1[Milla y cols., 2012].
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Para validar experimentalmente los resultados anteriores, se realizaron ensayos de pérdida
de funcion farmacolégica de la via de SHH, incubando la linea celular de fibroblastos
embrionarios de raton CH310T1/2 reportera para la accion de SHH, con el antagonista de
la via y se midieron cambios cuantitativos a nivel del ARN mensajero. Particularmente para
el gen neogenina 1, se verifico una baja en la expresién a partir de las 24 horas de
incubacion. También se hicieron ensayos de ganancia de funcion incubando con al agonista
de la via purmorfamina, donde se vio un aumento significativo en la expresion del gen

neogenina 1 a las 24 horas (figura 4).
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Figura 4. Analisis de expresion de neogenina 1 mediante gPCR. A. Se trataron cultivos
celulares de fibroblastos embrionarios de raton CH310T1/2 con ciclopamina 10 uM (barra
blanca) durante 6, 12 y 24 horas y en condicion control (barras negras). Se muestran los
niveles de expresion del gen neogenina 1 normalizados. A las 24 horas se observa una baja
significativa en su expresion. B. Ganancia de funcion de la via incubando las células con
purmorfaminal0 uM (barra blanca) y el control del vehiculo (barra negra) durante 24
horas, aumentando significativamente la expresion del gen neogenina 1. * p<0,05. Tomado
de Millay cols. 2012.

Finalmente, para corroborar que la regulacién se replicaba in vivo, se hicieron experimentos
en embriones de pez cebra, tanto de genotipo silvestre como mutantes para la via de SHH
(figura 5). Al respecto, en embriones silvestres se encontré que el gen neogenina 1 es
fuertemente expresado en la notocorda y SNC, especificamente, en zonas proliferativas

como el tectum optico, el ojo y el diencéfalo. Muy por el contrario, la expresion del gen se



inhibe por completo en embriones mutantes para los componentes de la via smo y glil
(figura 5).
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Figura 5. Hibridaciones in situ mostrando la expresion del gen neogenina 1 en
embriones de pez cebra silvestres y mutantes para los componentes de la via
SHH/GIi. A. Expresién del gen neogenina 1 en la notocorda de embriones de pez cebra
silvestre, 48 horas posterior a la fertilizacion (hpf). B. Fotografia aumentada de A. La
notocorda se indica en el corchete. C y D. Embriones mutantes para glil y smo,
respectivamente, de 48 hpf. Estos embriones mutantes muestran una ausencia de marca
para expresion del gen neogenina 1 en la notocorda. Tomado de Milla y cols, 2012.

1.8 Neogenina 1: Estructuray funcion

Originalmente, Neogenina 1 fue aislada de tectum de embriones de pollo como un
homdlogo de la proteina supresora de tumores Deleted in Colorectal Cancer (DCC por sus
siglas en inglés), la que como su nombre lo indica, esta ausente en cancer colorectal. La
secuencia génica de Neogenina 1 codifca para varias isoformas, de las cuales la isoforma 1
se considera como la secuencia canonica de Neogenina 1. Esta isoforma es la méas larga y
consta de 1461 aminodcidos. Su transcrito tiene 27 exones y 26 intrones (figura 6 A).
Neogenina 1 pertenece a la superfamilia de receptores transmembrana tipo
inmunoglobulinas (Ig). En su porcion extracelular, Neogenina 1 presenta cuatro dominios
Ig y seis repeticiones fibronectina tipo 111, sequidos por un dominio transmembrana, y un
tallo citoplasmatico, el que posee un sitio de sustrato de corte para caspasa 3 y tres
dominios altamente conservados con DCC, P1, P2 y P3 (figura 6 B) [Wilson & Key, 2006].
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Figura 6. Esquema del transcrito y de la proteina Neogenina 1. A.- Esquema del
transcrito de la isoforma candnica de Neogenina 1. Este transcrito codifica para la
isoforma mas larga de Neogenina 1, con 1461 aminoacidos, tiene 27 exones, sefialados en
cajas, y 26 intrones. B.- Esquema de la estructura de la proteina Neogenina
1.Neogenina 1 consiste en cuatro dominios tipo Ig, seis repeticiones de fibronectina tipo I,
un dominio transmembrana y un tallo citoplasmatico con tres dominios conservados con
DCC, P1, P2 y P3. También, presenta un dominio de sustrato para caspasas CCTD. Se
indican en tridngulos los sitios de plegamiento alternativo descritos en la secuencia de
raton. Ademas, se muestran los esquemas de los ligandos de Neogenina 1: Netrina y RGM.
Adaptado de Wilson & Key, 2006.

Visto desde la fisiologia celular, Neogenina 1 corresponde a un receptor de membrana que
puede responder a ligandos diferentes. Se sabe que Neogenina 1, al igual que su homélogo
DCC, interacciona con la familia de las proteinas Netrina participando en el proceso de
orientacion axonal quimioatrayente. Esto ocurre en aquellas neuronas que estan
prolongando sus axones hacia sus zonas blanco [Wilson & Key, 2006]. Sin embargo,
también se ha establecido que Neogenina 1 es un receptor de alta afinidad para la familia de
Moléculas de Orientacion axonal Repulsiva 0 RGM, por sus siglas en inglés. RGM fue

identificada por primera vez en el afio 2002 como una sefial repulsiva que contribuye al
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mapeo axonal de la retina en el tectum anterior en pollo [Monier y cols., 2002]. Como se
ha mencionado anteriormente, Neogenina 1 presenta un alto porcentaje de identidad a la
proteina DCC, pero s6lo Neogenina 1, y no DCC, se une a RGM. Se sabe también que
Neogenina 1 tiene una afinidad 10 veces mayor por RGM que por Netrina. No obstante, la
unién de un ligando no afecta la afinidad del otro, por lo que se piensa que ambos ligandos
se unen a Neogenina 1 en sitios diferentes [Wilson & Key, 2006].

Varios reportes indican que la expresion de Neogenina 1 es conservada en diferentes
estructuras neurales en desarrollo. Los mayores estudios se han llevado a cabo en raton
[Fitzgerald y cols., 2006]. Neogenina 1 es detectada tempranamente, anterior a la formacion
del tubo neural, en el neuroectodermo. Posterior a la formacion del tubo neural, Neogenina
1 se expresa en las poblaciones de los progenitores neurales emergentes, y en la medida en
que el desarrollo del SNC va progresando, Neogenina 1 comienza a expresarse en los
precursores neurogénicos en activa proliferacion, incluyendo a la glia radial, durante la fase
de mayor neurogénesis en raton (entre los 12,5 y 14,5 dias de gestacion) [Fitzgerald y cols.,
2006; Fitzgerald, y cols., 2007]. Ademas, al momento del nacimiento, la expresion de
Neogenina 1 se mantiene s6lo en aquellas estructuras cerebrales que sostienen una activa
neurogénesis post-natal, como ocurre en el hipocampo y en el cerebelo, atribuyéndole a
Neogenina 1 un rol de mantencion y proliferacion de células troncales y progenitores en el
adulto. Como se ha mencionado anteriormente, en todos estos territorios altamente
proliferativos hay una expresion sostenida y una actividad importante de la via SHH/GI.
Se han observado transcritos de neogenina 1 en tubo neural, ojo y células de la cresta
neural en migracion, durante el desarrollo embrionario de Xenopus leavis. Su expresion
también es conservada en pez cebra. Pese a que su expresion temprana no esta del todo
descrita en pollo, se sabe que durante el desarrollo de RGD, Neogenina 1 comienza a
expresarse en el estadio 23 del desarrollo (E3.5) por toda la RGD, con un aumento
sostenido hasta el estadio 35 (E8.5), donde alcanza su maximo nivel de expresion [Gessert
y cols., 2008; Guan y cols., 2003]. Esto ultimo resulta particularmente relevante, dado que,
como ya se ha mencionado, un crecimiento celular descontrolado de las células de la cresta

neural ubicadas en la RGD da origen a neuroblastoma.
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Neogenina 1 no solo se expresa en el SNC, sino que también en una variedad de otros
tejidos durante el desarrollo embrionario, tales como el musculo cardiaco, el epitelio y el
mesénquima pulmonar, intestinal y estomacal. Ademas, estd presente en el epitelio
pancreatico, mesénquima de la glandula adrenal y rifidn, cartilago en diferenciacion osea,
en el masculo liso vascular y tejido conectivo de extremidades y de la cara [Fitzgerald y
cols., 2006].

En resumen, la proteina Neogenina 1 es ampliamente expresada en territorios sometidos a
una vigorosa proliferacion durante el desarrollo del embriéon vertebrado. En el SNC,
Neogenina 1 se localiza en territorios donde se expresan de manera importante los
componentes de la sefializacion de SHH. La expresion génica de neogenina 1 disminuye en
fibroblastos embrionarios de ratén posterior a 24 horas de incubacion con el inhibidor de
SHH ciclopamina tanto su expresion aumenta a las 24 horas de incubacién con el agonista
purmorfamina. Ademas, los ensayos in vivo en pez cebra, revelan que los embriones
mutantes para smo y glil presentan una ausencia de la expresioén de neogenina 1. Con lo
anterior y considerando que la via de sefializacion de SHH/GIi se expresa y esta activada en
neuroblastoma, promoviendo la sobrevida y proliferacion de las células tumorales, se
propone estudiar el dominio transcripcional que ejerceria la via de sefializacién de SHH
/Gli sobre la expresion génica de Neogenina 1 en un modelo celular de neuroblastoma

humano (figura 7).
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Figura 7: ¢Es Neogenina 1 un gen blanco trancripcional directo de la via de
sefializacion de SHH/GIi en un modelo celular humano? Esquema indicando la pregunta
que se plantea resolver en este trabajo de tesis. Purmorfamina y Ciclopamina, se unen
directamente a Smo y tienen un efecto estimulante o inhibitorio de la via, respectivamente.

Adaptado de Madorosky & Fulwider, 2011.
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2.- HIPOTESIS

2.1 Hipotesis
Basado en los antecedentes presentados, se propone la siguiente hipotesis:

“Neogenina 1 es un blanco transcripcional directo de la via de sefializacion de Sonic

Hedgehog / Gli en las células de neuroblastoma humano”

2.2 Objetivo General

Establecer que Neogenina 1 es un gen blanco directo de la via de sefializacion de SHH / Gli

en células de neuroblastoma humano.

2.3 Objetivos Especificos

1.- Establecer que la linea celular de neuroblastoma humano SH-SY5Y expresa la proteina

Neogenina 1.

2.- Estudiar los cambios en el patron de expresion de la proteina Neogenina 1 en

condiciones de ganancia y pérdida de funcién farmacoldgica de la via de SHH.

3.- Buscar sitios putativos de union de Gli a la secuencia promotora y en el primer intron

de gen Neogenina 1 mediante un analisis in silico.

4.- Estudiar una posible union directa de los factores transcripcionales Gli a la secuencia
promotora y al primer intrébn del gen Neogenina 1 por medio de ensayos de

inmunoprecipitacién de cromatina (ChIP).

5.- Detectar la funcionalidad de los sitios putativos de unién de Gli por medio de ensayos

con el gen reportero luciferasa.
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3. MATERIALES Y METODOS
3.1 MATERIALES

3.1.1 Cultivos Celulares

= Medio Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM), n° catdlogo 12800-017,
Invitrogen (New York, New York, E.E.U.U.).

= Penicilina/Streptomicina 10.000 U/mL / 10.000 ug/mL, Thermo Scientific (Miami,
Florida, E.E.U.U.).

= Suero Bovino Fetal (SBF), n° catalogo SH30071.03, Invitrogen (New York, New
York, E.E.U.U.).

= Tripsina/EDTA 10X, Invitrogen (New York, New York, E.E.U.U.).

3.1.2 Lineas Celulares

= SH-SY5Y corresponden a células de neuroblastoma humano, provenientes de de
una metéastasis en medula 6sea, ATCC.
SK-N-SH al igual que la linea SH-SY5Y, corresponden a células de neuroblastoma
humano, provenientes de de una metastasis en médula ésea, ATCC.
DAOQY originada a partir de un meduloblastoma desmoplastico cerebelar humano,
ATCC.
U87 proviene de un glioblastoma humano en grado IV, ATCC.
HEK 293 originadas desde rifion embrionario humano, ATCC.

3.1.3 Farmacos
= Purmorfamina, Calbiochem (New York, New York, E.E.U.U.).
= Ciclopamina, gentilmente donado por Infinity Pharmac (Cambirdge, Massachusetts,
E.E.U.U.)

3.1.4 RT-PCRy Sintesis ADN Complementario
= Sistema comercial GoTaq, Promega (San Luis Obispo, California, E.E.U.U.)
= RNA-Solv, Omega Bio-tek (Norcross, Georgia, E.E.U.U.).

3.1.5 Western Blot

= Tampdn de lisis celular: SDS 2%, glicerol 10%, Tris-HCI 5 mM pH 6,8

= Inhibidor de Proteasas Halt ™ Protease & Phosfatase Inhibitor Cocktail, Thermo

Scientific (Miami, Florida, E.E.U.U.).

= Tampoén de carga 6X: Tris-HCI 1M, pH 6,8, glicerol 3%, SDS 10%, azul de
bromofenol 1,8 x10™* M, B-mercaptoetanol 0,7 M.
Tampon de corrida: Tris Base 25 mM, Glicina 0,19 M, SDS 0,1%.
Tampon de transferencia: Tris Base 48 mM, 39 mM, SDS 0,37%, metanol 20%.
Solucidn de blogueo: leche descremada al 5% disuelta en solucién de lavado.
Solucion de lavado: TBS-Tween al 0,1%.
TBS: Tris-HCI 0,5 M, NaCl 1,5 M, pH 7,4.
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Anticuerpo primario: anti-Neogenina 1, # cat. sc-6536, Santa Cruz Biotechnology
(Santa Cruz, California, E.E.U.U.).

Anticuerpo control de carga: 3-actina, # cat. A5316, Sigma.

Anticuerpo secundario: HRP-anti Goat, # cat sc-2020. Santa Cruz Biotechnology
(Santa Cruz, California, E.E.U.U.).

Reactivo quimioluminiscente: Pierce ECL Western Blotting, Thermo Scientific
(Miami, Florida, E.E.U.U.).

3.1.6 InmunoFluorescencia

Paraformaldehido (PFA) al 4%

Solucién PBS-Triton X-100 al 0.1% (PBST).

Anticuerpo primario: anti-Neogenina 1, # cat. sc-6536, Santa Cruz Biotechnology
(Santa Cruz, California, E.E.U.U.).

Anticuerpo secundario: 1gG Alexa Fluor ® 555 Donkey anti-goat, # cat. A21432,
Invitrogen (New York, EEUU).

Solucion de bloqueo: Suero de caballo preparado al 5% en PBST.

Gel de montaje: Gel/Mount, # cat. M01/V6, Biomed.

3.1.7 Plasmidios

pGL3 Promoter Vector y plasmidio renilla SV-40, Promega. Gentil donacion del Dr.
Montecinos, Universidad Andrés Bello, Santiago, Chile.

pBluescript SK+ (pBSK+)

Plasmidio 8X-GBS y 8X-GBSmut, gentileza del Dr. Sasaki, Osaka University,
Osaka, Japon.

Plasmidio CMV-Gli 2, gentileza del Dr. Ruiz i Altaba, University of Geneva
Medical School, Geneva, Suiza.

3.1.8 Transfecciones

Sistema comercial Lipofectamine 2000 ™ Transfection Reagent, Invitrogen (New
York, New York, E.E.U.U.).

3.1.9 Ensayo de cuantificacion de actividad luciferasa

Sistema comercial Dual-Luciferase® Reporter (DLR ™) Assay System, Invitrogen
(New York, New York, E.E.U.U.).

3.1.10 Inmunoprecipitacion de Cromatina

Se usé el sistema comercial ChIP Kit ab500, Abcam (Cambirdge, Massachusetts,
E.E.U.U.).

Anticuerpo anti Gli 1, # cat. sc-20687, Santa Cruz (Santa Cruz, California,
E.E.U.U.).

Anticuerpo anti Gli 2, # cat. ab 26056, Abcam (Cambirdge, Massachusetts, E.E.U.U.)
Anticuerpo IgG, # cat. sc-2025, Santa Cruz (Santa Cruz, California, E.E.U.U.).
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3.1.11 Partidores.
Se sefialan en la Tabla 1. Todos los partidores fueron disefiados en este trabajo de tesis.

Tabla 1: Disefio de partidores usados para RT-PCR, ChIP y mutagénesis sitio dirigida.

Partidores . . . . . ™
Secuencia Sentido Secuencia Antisentido
RT-PCR (°C)
GAPDH 5’ TGCACCACCAACTGCTTAGC 3’ 5 GGCATGGACTGTGGTCATGAG 3’ 55
Neogenina 1 | 5 GCTTCATCAAATTGACGTGGCGGA 3’ 5’ AGATGTACACGGTCGCTGGCATTA 3’ 57
Partidores . . . . . ™
Secuencia Sentido Secuencia Antisentido o
ChlIP (°C)
GBS 1 5’ GGTCTCCACCTGCTTACCTG 3’ 5’ CCAACTCCATACCCCAAAGA 3’ 55
GBS 2 5'GCCAGGATTTGTGATTACCG 3’ 5 GGTGACTAATCCAGGGAACAGA 3’ 55
GBS 3 5’AAGGTGATCTCGAAGATTGATGA 3’ 5’ GGACATCTCCTTTGCAAAACTT 3’ 54
Ptchl 5 GAAGCCGAGGATGCACAC 3’ 5’ CTGTCAGATGGCTTCGGTTT 3’ 55
Partidores
Mutaciones . . . . . ™
o Secuencia Sentido Secuencia Antisentido o
Sitio (°C)
Dirigidas
5’ GATTAGATAGAGAGCTAGCTGCCA 5’ GTTGCTAAATTCCCAGTGATCTGG
GBS 1 mut 65
GATCACTGGGAATTTAGCAAC 3’ CAGCTAGCTCTCTATCTATAC 3
5’ CTCTCTATTCAGATGGAGAAATTACAT 5'CTAAAGGTAAACAAAAGATTTGGAGAT
GBS 2 mut 65
GCCAAATCTCCAAATCTTTTGTTTACCTTTAG 3’ TTGGCATGTAATTTCTCCATCTGAATAGAGAG3’
5’ TTAGGATGGCTTCCAGATTTGTTGATTTGG 5’ AGTTATTATGACCTAATATAAGACTGCCAA
GBS 3 mutl 65
CAGTCTTATATTAGGTCATAATAACT 3’ ATCAACAAATCTGGAAGCCATCCTAA 3’
5’ CAGAGTTATTTAGGATGGCTTCCAGATTTGTT | 5 ACCTAATATAAGACTGGGATTTCAACAAATC
GBS 3 mut2 65
GAAATCCCAGTCTTATATTAGGT 3’ TGGAAGCCATCCTAAATAACTCTG 3’
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3.2 METODOS
3.2.1 Cultivos Celulares

Las lineas celulares de neuroblastoma humano SH-SY5Y y SK-N-SH se cultivaron en
medio DMEM al 2,5% de SBF. Las células se mantuvieron en incubador himedo a 37°C y
al 5% de CO,. El medio se suplementd con penicilina/streptomicina con una concentracion
final de 50 U/mL /50 pug/mL, respectivamente. Las células se sub-cultivaron al alcanzar una
confluencia del 80%. Todos los experimentos se realizaron con células entre los pasajes 18
y 20.

La linea celular DAQY se cultivé en medio MEM suplementado con SBF al 10%, piruvato
de sodio 1 mM, L-glutamina 2 mM y penicilina/streptomicina con una concentracion final
de 50 U/mL /50 pg/mL, respectivamente, en incubador himedo a 37°C al 5% CO,.

Las células U87 se cultivaron en medio DMEM suplementado con SBF al 10%, piruvato de
sodio 1 mM, L-glutamina 2 mM y penicilina/streptomicina con una concentracién final de
50 U/mL /50 ug/mL, respectivamente. Se cultivaron en incubador humedo a 37°C al 5%
CO.,.

La linea celular HEK293 se cultivd en medio DMEM al 5% SBF en atmoésfera himeda a
37°C y al 5% de CO,. EI medio se suplemento con penicilina/ estreptomicina 50 U/mL /50

pg/mL de concentracion final.

3.2.2 Tratamientos farmacolégicos

Se cultivaron 100.000 células SH-SY5Y en medio DMEM al 2,5% SBF en placas de 6
pocillos en las condiciones anteriormente mencionadas. Una vez alcanzado el 40% de
confluencia, las células fueron tratadas durante 48 horas con purmorfamina 10 pM y
ciclopamina 5 y 10 pM. Luego de la incubacion, las células se procesaron para Western
blot.

3.2.3 Extraccion ARN

Una vez alcanzado el 80% de confluencia, las células se lavaron tres veces con PBS frio y
se les adiciond RNA-Solv en la proporcién de 1 mL/ 60 cm? de superficie del cultivo.

Luego, las células se homogenizaron con jeringa tuberculina y se les adicioné 200 pL de
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cloroformo, se mezclé en vortex durante 15 segundos y se incub6 en hielo durante 10
minutos. Después, se centrifugd a 14.000xg durante 15 minutos a 4°C. Se extrajo la fase
acuosa y se transfirié a un nuevo tubo con 500 pL de isopropanol frio. Las muestras fueron
suavemente invertidas y se observo el ovillo de precipitacion de ARN. Las muestras se
incubaron durante 10 minutos a temperatura ambiente y se centrifugaron a 12.000g durante
15 minutos a 4°C. El sobrenadante fue descartado y el precipitado se lavo con 500 pL de
etanol al 80%, se mezcld en vortex y se centrifugd a 7500xg durante 5 minutos a 4°C. El
etanol se descartd y se dejo secar a temperatura ambiente durante 15 minutos. El

precipitado se resuspendié en agua DEPC.

3.2.4 Sintesis de ADN complementario
3.2.4.1 Tratamiento con DNAsa
A 1 pg ARN se le adiciond 1 pL de DNAsa (1U/uL), 1puL de tampdn DNAsa 10X y se

Ilevd a un volumen total de 10 pL con agua DEPC. Se incubd 30 minutos a 37°C. Luego de
esto, se agregd 1 pL de la solucion DNAsa Stop Solution y se tratdé durante 10 minutos a
65°C.

3.2.4.2 Sintesis de ADN complementario

A la mezcla anterior se le agregd 0,5 pL de partidores de secuencia aleatoria (3pg/uL de
concentracion), 4 pL de tampdn de reaccion 5X, 0,5 uL de RNAsin, 2 uL de dNTPs (10
mM), 1 pL de la enzima RevertedAID ™ Transcriptase (200 U/pL) y se llevé a 20 pL con
agua DEPC. Se incub6 durante 1 hora a 42°C. La reaccién se detuvo incubando 10

minutos a 70°C. EI ADN complementario fue almacenado a -20°C.

3.25RT-PCR

Las amplificaciones de ADN complementario se realizaron utilizando el sistema comercial
Go Tag de Promega, siguiendo las especificaciones del fabricante. La amplificacion de
Neogenina 1 y GAPDH se realizaron con 35 y 30 ciclos de amplificacion, respectivamente.
La visualizacion de las bandas se hizo en un gel de agarosa al 2% de resolucion. Los

partidores utilizados se indican en la tabla 1.
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3.2.6 Western Blot

Las células se lisaron con tampdn de lisis suplementado con inhibidor de proteasas, se
homogeneizaron con jeringa tuberculina y se calentaron durante 5 minutos a 95°C en
tampon de carga 6X. Se reservaron alicuotas de las muestras para cuantificar la
concentracion de las proteinas por sistema comercial Bio-Rad DC Protein Assay, siguiendo
las indicaciones del fabricante. Se cargaron 20 pg de proteina en un gel al 7,5%
acrilamida/bisacrilamida. La electroforesis se realizd en tampon de corrida aplicando
voltaje constante de 100 V durante 90 minutos. La electrotransferencia de proteinas se
realiz6 a una membrana de nitrocelulosa en tampdn de transferencia durante 2 horas a 400

mA. Para la visualizacion de las proteinas transferidas se usé el colorante Rojo Ponceau.

Para la inmunodeteccién de proteinas, la membrana se bloque6 toda la noche con solucion
de bloqueo a 4°C en agitacion. Después, la membrana se incub6 con el anticuerpo primario
anti Neogenina 1 diluido (1:200) en solucion de blogueo durante 1 hora a temperatura
ambiente en agitacion moderada. Luego, la membrana se lavd con solucion de lavado tres
veces 10 minutos con agitacion fuerte. Se incub6 con el anticuerpo secundario acoplado a
HRP durante 1 hora a temperatura ambiente, diluido (1:2000) en solucion de bloqueo.
Finalmente, la membrana se lavo tres veces durante 10 minutos en solucién de lavado y se

procedio a revelar con el reactivo quimioluminiscente Pierce ECL Western Blotting-
3.2.7 Inmunofluorescencia

Se sembraron 10000 células SH-SY5Y en placas de 24 pocillos. A las 24 horas de
crecimiento, las células se lavaron con PBS 'y se fijaron con PFA al 4% a 4°C, haciendo un
recambio a los 15 minutos. Luego, las células se lavaron tres veces con PBS frio durante 5
minutos y el mismo procedimiento se realiz6 con PBST. Se bloque6 con solucion de
bloqueo durante 1 hora a temperatura ambiente y se dejé incubando con el anticuerpo
primario preparado en solucién de bloqueo (1:50) toda la noche a 4°C. Se lavo tres veces
con PBST durante 5 minutos y se incubo con el anticuerpo secundario 1 hora a temperatura
ambiente preparado en solucién de bloqueo (1:500). Se lavo tres veces con PBST durante 5
minutos y se incubd con DAPI durante 3 minutos diluido en PBS, se lavd dos veces con
PBS para finalmente proceder a montar con reactivo GelMount. Se dejé secar toda la

noche en oscuridad.
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3.2.8 Busugeda in silico de GBS putativos en la secuencia génica de Neogenina 1

La blsqueda de GBS en el gen de Neogenina 1 se inici0 aislando las secuencias
correspondientes a los 20 Kb rio arriba desde el inicio de la traduccion y primer intron de
Neogenina 1 a partir de la base de datos Ensembl (www.ensembl.org). Para confirmar la
identidad de las secuencias aisladas, se realizé6 un BLAST de las secuencias en dos base de datos
diferentes: National Center for Biotechnology (http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi) y en
el sitio UCSC Genome Bioinformatics (http://genome.ucsc.edu/cgi-
bin/hgBlat?command=start). Luego de corroborar la identidad de las secuencias aisladas, éstas
fueron ingresadas al sitio http://www.cbil.upenn.edu/cgi-bin/tess/tess?RQ=SEA-FR-Query para
hacer uso de la herramienta bioinformética llamada TESS. Este algoritmo TESS se usO para

buscar el sitio 5> GAYYRCCCA 3’ en las secuencias de Neogenina 1 aisladas.

3.2.9 Inmunoprecipitacion de Cromatina (ChlP)

El ChIP se realizd6 con el sistema comercial ChIP Kit ab500, siguiendo todas las
instrucciones del proveedor, a excepcion de que se utilizaron 2 millones de células SH-
SY5Y en cada inmunoprecipitacion. La inmunoprecipitacion de cromatina consta de cuatro
etapas fundamentales: la fijacion de las células, una lisis celular, la inmunoprecipitacion de
la cromatina y la purificacion de ésta. Brevemente, las células se lavaron con PBS y se
fijaron con formaldehido, de esta manera se logra estabilizar las interacciones entre ADN y
proteinas. Luego, las células se lisaron y se sonicaron. EI programa utilizado para sonicar
el sobrenadante consistié en 180 segundos de sonicacion total con un 20% de amplitud. El
tiempo total de sonicacion se secciond en 18 ciclos que consistian en 10 segundos de
sonicacion seguido por 30 segundos de reposo. Este protocolo permitié obtener cromatina
fragmentada entre los tamafios 400 a 200 pb. Luego, se incubé toda la noche con
anticuerpos especificos contra los factores trascripcionales Gli 1 y Gli 2 (2 pg de cada uno),
después de lo cual se procedid a precipitar el complejo ADN-proteina-Anticuerpo con
proteina A. Finalmente, la cromatina se purificé tratando con proteinasa K y centrifugando
a 14.000xg. Con esto se obtuvo segmentos de cromatina disponibles para usarla como

templado para la reaccion de PCR utilizando los partidores ChIP indicados en la tabla 1.
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3.2.10 Clonamiento de secuencias GBS a un plasmidio de expresion del gen reportero
luciferasa

El clonamiento de las secuencias se hizo a partir de ADN genémico de células HEK 293. El
ADN fue extraido mediante el sistema comercial Tissue DNA Kit D3396-01. Las
secuencias GBS fueron aisladas utilizando los partidores para ChlP indicados en la Tabla 1.
Una vez aisladas, las secuencias fueron clonadas en el plasmidio pBluescript SK+ (pBSK+)
en un sitio EcoRV. Se transformaron bacterias y se seleccionaron colonias blancas, las que
fueron confirmadas por una reaccion PCR de colonias. Luego de varios PCRs
confirmatorios usando los partidos especificos de cada GBS y los partidores T3 y T7
(propios del plasmidio pBSK+), se realizo una digestion con las enzimas Sall y Notl. Para
confirmar el correcto clonamiento de las secuencias GBS, estos fueron secuenciados.
Conforme con la secuenciacion, los GBS fueron sub-clonados desde el plasmidio pBSK+ al
plasmidios reportero pGL3 Promoter Vector que codifica para el gen reportero luciferasa.
Para cortar el plasmidio pBSK+ se usaron las enzimas Kpnl y BamHI de manera secuencial
y se purificaron las secuencias GBS a partir de un gel de agarosa al 2%. Paralelamente, el
plasmidio de expresion pGL3 Promoter Vector se sometid a digestion con las enzimas Kpnl
y Bglll. Los fragmentos GBS aislados se ligaron independientemente toda la noche al
plasmidio de expresion pGL3 Promoter Vector. En seguida, se transformaron bacterias y se
seleccionaron colonias con resistencia a ampicilina. Luego, se realizé una PCR de colonias
y se secuenciaron los plasmidio pGL3 Promoter Vector con los insertos respectivos. La
figura 8 muestra un esquema de los plasmidos de expresién generados con los sitios GBS
clonados.

pGL3-Promoter GBS 3 | 'GBs3

’ Promotor SV-40

! luciferasa

4

pGL3-Promoter GBS 1 | GBs1 pGL3-Promoter GBS 2 | ':GBS 2

' Promotor SV-40

"/ luciferasa

74

Promotor SV-40

luciferasa

74

Figura 8: Esquema de los plasmidos reporteros generados mediante el clonamiento de
las secuencias GBS. Los sitios GBS 1, GBS 2 y GBS 3 se clonaron, de manera
independiente, rio arriba del gen que codifica para la enzima luciferasa en la construccion
pGL3 Promoter.
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3.2.11 Mutaciones sitio dirigidas

Las mutaciones sitio dirigidas se generaron mediante una reaccion de PCR utilizando los
partidores sefialados en la Tabla 1. La mezcla para la reaccion de PCR fue la siguiente: 1uL
de enzima PfuTurbo™ DNA polymerase (2.5 U/ ul), 5 UL de tampdn de reacciéon 10X, 25
ng de ADN templado, 125 ng de partidores, 1 pL de dNTPs 10 mM, 3 pL de DMSO y se
llevo a 50 pL de reaccion con agua DEPC. EIl programa de la reacciéon de PCR se indica en
la Tabla 2.

Tabla 2: Programa de la reaccion de PCR para la obtencion mutaciones sitio
dirigidas.

Tiempo (minutos)
. 95°C 1:00
2

18 95°C 0:50
60°C 0:50
68°C 1:00 por kb

1 68°C 7:00

Terminada la reaccion de PCR, se afiadié 1 pL de la enzima de restriccion Dpn | (10U/pL)
y se incub0 durante 1 hora a 37°C. Finalmente, se transformaron 5 pL del producto PCR.

Las mutaciones se verificaron mediante secuenciacion.

3.2.12 Transfeccién de células HEK293

Las transfecciones celulares se hicieron con el sistema comercial Lipofectamine 2000 ™
Transfection Reagent con algunas modificaciones. El dia anterior a la transfeccion se
sembraron 10.000 células HEK293 (pasaje 12) en placas de 96 pocillos previamente
tratadas con polilisina. Para el cultivo, se usé medio DMEM al 5% de SBF suplementado
con penicilina/ estreptomicina 50 U/mL /50 pug/mL y se crecieron en incubador toda la
noche a 37°C al 5% de CO,. Inmediatamente anterior a la transfeccion, el medio con
antibiotico se retiro y las células se lavaron cuidadosamente con PBS estéril y se adiciono
100 pL medio DMEM al 5% SBF, sin antibiético. Para cada condicion, se transfectaron 0,2
tg de ADN plasmidial total. EI ADN plasmidial fue diluido en 25 pL de medio Opti-MEM.
En paralelo, se diluyeron 0,5 pL de lipofectamina en 25 pL de Opti-MEM. Después de 5
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minutos de incubacién a temperatura ambiente, se combinaron ambas soluciones y se dejé
reposar 20 minutos a temperatura ambiente. Luego, los 50 pL de solucion total se
adicionaron suavemente sobre las células. Después de 5 horas de incubacién a 37°C y 5%
de COy, se retird el medio de transfeccion y se reemplazé por 200 uL de medio DMEM al
5% de SBF con penicilina/ estreptomicina 50 U/mL /50 pg/mL y se incubd durante 48
horas a 37°C.

3.2.13 Ensayo Luciferasa

Para cuantificar las actividades luciferasa, se dispuso del sistema comercial Dual-
Luciferase® Reporter (DLR ™) Assay System, con minimas modificaciones. Este ensayo
cuenta con un sistema dual de deteccion de actividad luciferasa: primero se detecta la
actividad enzimética proveniente de luciérnaga, codificada en el plasmidio reportero pGL3
Promoter Vector, en donde se clonaron las secuencias GBS humanas. Posteriormente, se
detecta la actividad luciferasa proveniente de Renilla, codificada en el plasmidio Renilla
SV-40. Esta actividad es utilizada para normalizar las lecturas provenientes del plasmidio
reportero. La lisis celular se hizo agregando 20 pL de la solucion Passive Lysis Buffer a
cada pocillo. La placa se rot6 suavemente durante 15 minutos a temperatura ambiente luego
de lo cual se guardd a -80°C hasta el momento de las mediciones. Para realizar las
cuantificaciones de actividad luciferasa, se tomaron 10 pL del lisado celular y se mezcld
con 50 pL del reactivo LAR 11, este reactivo contiene el sustrato de la reaccion para medir
la luminiscencia producida por la enzima luciferasa de luciérnaga. Luego de que la
actividad de luciérnaga es leida por el luminémetro, se agreg6é inmediatamente 50 pL del
reactivo Stop & Glo Reagent al tubo. De esta forma se detiene la reaccién de luciérnaga y

se suministra el sustrato para la reaccion de la luciferasa de Renilla.

Las construcciones que se transfectaron para realizar los ensayos de reportero luciferasa

fueron las siguientes:

- El Plasmidio 8X-GBS, con ocho sitios GBS consenso clonados en serie rio arriba del
gen reportero luciferasa. El plasmidio 8X-GBSmut, con los ocho GBS dispuestos de
la misma manera pero en su versién mutada. Estos plasmidios se utilizaron como
control positivo y negativo del ensayo reportero luciferasa, respectivamente.

- Plasmidio renilla SV-40.
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- Plasmidio CMV-Gli2, codifica para el factor transcripcional Gli 2 en su forma
activadora.

- Plasmidios pGL3-Promoter GBS 1, pGL3-Promoter GBS 2 y pGL3-Promoter GBS
3. Cada uno cuenta con el correspondiente GBS clonado rio arriba del gen
reportero luciferasa. Los plasmidios pGL3-Promoter GBS 1 mut, pGL3-Promoter
GBS 2 mut vy pGL3-Promoter GBS 3 mutl y pGL3-Promoter GBS 3mut 2,

contienen los respectivos GBS en sus versiones mutadas.

3.2.14 Andlisis Estadistico

Todos los andlisis estadisticos y los graficos mostrados se hicieron con el programa
GraphPad Prism 5. Para estudiar diferencias entre los grupos experimentales, se aplico la
prueba no paramétrico t-Student de dos colas, considerando los resultados
significativamente diferentes cuando p < 0,05. Para todos los casos, se graficd el promedio

de los experimentos en triplicado + la desviacion estandar.
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4. RESULTADOS

El desarrollo de este trabajo se inici6 evaluando cambios en la expresion de Neogenina 1
humana en cultivos celulares de la linea de neuroblastoma humano SH-SY5Y, en
experimentos de ganancia y pérdida de funcion farmacoldgica de la via de SHH/GIi. Para
profundizar en un posible mecanismo regulatorio de la via de SHH sobre la expresion de
Neogenina 1, se busco sitios de reconocimiento de los factores de transcripcion Gli en la
secuencia génica de Neogenina 1. Habiendo encontrado tres posibles sitios regulatorios, se
estudio a continuacion la capacidad de reconocimiento y union de los factores
transcripcionales Gli a estos elementos de respuesta. Finalmente, se evalué la funcionalidad
de estos sitios. Para ello, se clonaron los sitios de reconocimiento de Gli encontrados en la
secuencia de Neogenina 1 de manera independiente en un vector de expresion en un sitio
rio arriba del gen reportero que codifica para la enzima luciferasa y se evalud la actividad

luciferasa.

4.1 Deteccion de la expresion de la proteina Neogenina 1 en la linea celular de

neuroblastoma humano SH-SY5Y

En primer lugar se verifico que el modelo a usar en este estudio, la linea celular de
neuroblastoma humano SH-SY5Y, expresa la proteina Neogenina 1. Para ello, se cultivaron
celulas SH-SY5Y durante 48 horas en condiciones basales y se extrajo ARN y proteinas.
En la figura 9 se muestra la expresién de Neogenina 1 por medio de RT-PCR y Western
blot. Ademas, se realiz6 una inmunofluorescencia de los cultivos celulares, observandose
una expresion punteada y homogénea de Neogenina 1 en el citoplasma de todas las células.
Cabe hacer notar que, tal como lo indica la figura 10, la expresion basal de Neogenina 1 es
alta en estas células en comparacion con otras lineas tumorales, inclusive comparando con

otra linea de neuroblastoma ampliamente usada como es la SK-N-SH.
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Figura 9: Neogenina 1 se expresa en la linea celular de neuroblastoma humano SH-
SY5Y. A. Se muestra el nivel transcripcional del gen Neogenina 1 mediante RT-PCR en
triplicado. B. Western Blot mostrando expresion de la proteina Neogenina 1 (175 KDa). Se
us6 como control de carga p-actina (45 KDa). Las flechas indican los pesos moleculares de
las proteinas. C. Inmunofluorescencia de las células cultivadas en medio DMEM al 2,5%
SBF. Panel de la izquierda muestra una distribucion punteada y homogénea de la proteina
Neogenina 1 (visualizada en rojo) en el citoplasma de las células de neuroblastoma,
acompariada de contra-tincion DAPI (en azul) para la identificacion de los ndcleos
celulares. Panel de la derecha se muestra control del anticuerpo secundario.

27



B SH-SY5Y SK-N-SH

A
SH-SYS5Y SK-N-SH U87 DAOY
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Figura 10: Expresion de Neogenina 1 en diferentes lineas celulares. A. RT-PCR
mostrando el nivel de mRNA de Neogenina 1 en las lineas celulares de neuroblastoma
humano SH-SY5Y y SK-N-SH, en una linea de glioblastoma (U87) y meduloblastoma
(DAOY).Se us6 GAPDH como control de carga. B. Inmunoblot de Neogenina 1 revela
altos niveles de expresion en la linea celular SH-SY5Y, corroborando los resultados del
RT-PCR. Los niveles de Neogenina 1 en las células SH-SY5Y son aproximadamente el
doble que en la linea SK-N-SH.

4.2 Deteccidn de cambios en el nivel de Neogenina 1 al producir alteraciones en la via

de sefalizacion de SHH/GIi

Los ensayos de pérdida de funcién de la via de SHH/GIi disminuyen el nivel de

Neogenina 1

Con el fin de estudiar los cambios en el patron de expresion de la proteina Neogenina 1 en
condiciones de ausencia y presencia de la via de SHH/GIi, se hicieron ensayos
farmacoldgicos incubando los cultivos celulares con ciclopamina y purmorfamina,
antagonista y agonista de la via, respectivamente. Los cultivos celulares se trataron con
purmorfamina 10 uM y con ciclopamina en dos concentraciones: 5y 10 uM, durante 48

horas en medio DMEM suplementado con SBF al 2,5%.

Como se ve en la figura 11, mediante Western blot se observé una disminucion
estadisticamente significativa (t-student, p<0,05) en la expresion de la proteina Neogenina
1 en presencia del antagonista de la via de SHH. Estos cultivos revelaron una baja en la
expresion de manera dosis dependiente. Sin embargo, no se observO un aumento

significativo de la expresion en los tratamientos con purmorfamina. En resumen, la
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expresion de la proteina Neogenina 1 observada en la linea celular SH-SY5Y, es
dependiente de SHH y sensible a alteraciones en la recepcion del ligando SHH a través del

co-receptor Smo.

A Pur Cyc Cyc
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Figura 11: Disminucién em el nivel de la proteina Neogenina 1 en ausencia de la via
SHH/GIi. A. Inmunoblot realizado posterior a 48 hrs de tratamiento segun se indica. Pese
a que no se aprecia un aumento al tratar con el agonista purmorfamina, las muestras
tratadas con ciclopamina revelan una baja en la expresion del receptor de manera dosis
dependiente. B. Cuantificacion del Western blot, indicando diferencias significativas de las
muestras tratadas con el inhibidor comparadas con su control. n=3, t-Student no
paramétrico, **p<0,05. Ctrl; control; Pur, purmorfamina; Cyc, ciclopamina.
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4.3 Busqueda de sitios putativos de unién de Gli (GBS) tanto en la secuencia

promotora como en el primer intron del gen Neogenina 1 humano.
Existen tres sitios putativos de unién de Gli en la secuencia del gen Neogenina 1

Para realizar la busqueda in silico de sitios putativos de union de Gli en la secuencia de
Neogenina 1 humana, se comenz6 aislando la secuencia del primer intrén y 20 Kb corriente
arriba del inicio de la transcripcion del gen Neogenina 1 a partir de la base de datos
Ensembl (www.ensembl.org), proyecto que almacena secuencias de genomas de vertebrados
y organismos eucaridticos. Una vez obtenidas ambas secuencias, se realizd una blsqueda
de alineamientos locales (BLAST por su nombre en inglés) para confirmar la identidad de
las secuencias aisladas. Los alineamientos se realizaron en dos bases de datos diferentes:
National Center for Biotechnology (http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi) y en UCSC
Genome Bioinformatics (http://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgBlat?command=start). Una vez
confirmado el correcto aislamiento de las secuencias requeridas, se procedié a utilizar una
herramienta bioinformatica capaz de predecir sitios de unién de factores de transcripcion en
secuencias de ADN. Esta herramienta denominada TESS (Transcription Element Search
System, por sus siglas en inglés), se usO para buscar sitios de union de los factores de
transcripcion Gli o GBS en la secuencia del gen Neogenina 1. La literatura reporta un GBS
consenso 5° GACCACCCA 3’, originalmente identificados en humanos y que es
conservada en raton. Sin embargo, hoy se aceptan como sitios de respuesta a Gli secuencias
diferentes a la de consenso, que pueden tener un, dos o hasta tres cambios de bases,
conocidas como secuencias no-consenso. Es por esto que se decidié ampliar la busqueda de
sitios GBS en la secuencia de Neogenina 1, incluyendo en ella la busqueda de sitios no-
consenso. Adicionalmente, por observaciones realizadas en busquedas desarrolladas en el
laboratorio, la secuencia consenso presenta un “core” 0 nlcleo de mayor variabilidad que
ocurre en las posiciones 3C4C5A. Para incluir este core en el andlisis in silico, se decidio
buscar la secuencia 5° GAYYRCCCA 3’ en Neogenina 1, donde “Y” puede ser Citosina o

Timina, y “R”, Adenina o Guanina.

Como se muestra en la figura 12, en la blusqueda no se encontraron sitios consenso, sin
embargo si se encontraron tres sitios putativos no consenso de unién de Gli: (i) un sitio,

Ilamado GBS 1, ubicado a 18,6 Kb rio arriba desde el inicio de la traduccion del gen
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Neogenina 1 (5> TGGGTGATC 3’, hebra antisentido), (ii) otro sitio, llamado GBS 2 (5’
TGGGTAATC 3, hebra antisentido), a localizado a 39,1 Kb rio abajo desde el inicio de la
traduccion 'y (iii) un tercer sitio llamado GBS 3 a 54,4 Kb rio abajo desde el inicio de la
traduccion del gen Neogenina 1 (5 GATTACCCA 3, hebra sentido). Los GBS 2 y GBS 3

se encuentran localizados dentro del primer intron del gen Neogenina 1.

Ubicacion de los GBS en la Secuencia Génica de Neogenina 1

IGBS3 54,4 Kb 17

GBS1 18,6 Kb GBS2 39,1Kb

I 1 77 1
ATG

_— X
1T

g = Gpg, ¢ = Gps3 €= o,

GATTACCCA

GBS 1
TGGGTGATC TGGGTAATC

Figura 12: Ubicacion de los sitios putativos de union a Gli en la secuencia del gen
Neogenina 1. Esquema representativo de la secuencia de Neogenina 1 con los sitios
putativos de unién de Gli (esquematizados en cajas rojas) encontrados mediante la
busqueda in silico. La busqueda arrojo 3 sitios posibles de union de Gli: (i) un sitio
llamado GBS 1 (5’TGGGTAATC3’) a 18,6 Kb rio arriba desde el inicio de la traduccion
del gen Neogenina 1, (ii) un segundo sitio llamado GBS 2 (5’TGGGTAATC3’)
posicionado a 39,1 Kb rio abajo desde el inicio de la traduccion. y (iii) un tercer sitio
llamado GBS 3 (5° GATTACCCA 3’) posicionado a 54,4 Kb desde el inicio de la
traduccion del gen Neogenina 1. Los exones se sefialan en naranjo y el intron 1 se sefiala en
celeste, la flecha indica el inicio de la traduccion del gen Neogenina 1. Las flechas negras
esquematizan las posiciones de los partidores usados en la inmunoprecipitacion de
cromatina y en el clonamiento de las secuencias putativas de union a Gli.
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4.4 Deteccidn de unién de los factores de transcripcién Gli en regiones regulatorias

putativas en la secuencia promotoray primer intron del gen Neogenina 1.
Gli 2 reconoce y se une directamente al sitio GBS 3 en el primer intron de Neogenina 1

Para estudiar una posible union directa de los factores de transcripcion Gli a los sitios GBS
1, GBS 2 y GBS 3, se realizaron ensayos de inmunoprecipitacion de cromatina (ChIP, por
sus siglas en inglés) en cultivos celulares de la linea de neuroblastoma humano SH-SY5Y.
En la figura 13A se muestra la calidad del ADN sonicado utilizado en el ChlP, donde se
observa un enriquecimiento de fragmentos de ADN entre 400 a 200 pb, requisito para una
Optima inmunoprecipitacion. La figura 13B presenta las bandas de la cromatina
inmunoprecipitada amplificadas mediante PCR. Los partidores utilizados para las
reacciones de amplificacion por PCR se indican en la tabla 1. Para verificar los resultados
obtenidos en el ChIP, se incluy6 un control de isotipo de los anticuerpos anti Gli 1 y anti
Gli 2. Para ello, se usé un anticuerpo 1gG sin especificidad alguna. Ademas se incluyé un
control usando unicamente proteina A para precipitar. También se muestra el INPUT de la
cromatina y el control negativo de las reacciones de PCR. Como control positivo del
ensayo de ChIP, se incluyé la amplificacion de un GBS clésicamente descrito en el
promotor del gen Ptchl [Winklmayr y cols., 2010]. Como ya se ha mencionado
anteriormente, Ptchl es un gen de respuesta a la via de sefializacion de SHH/GIi. Los

partidores del GBS de Ptchl se sefialan en la tabla 1.

De acuerdo a lo mostrado en la figura 13B, no se observo unién directa de los factores
transcripcionales Gli 1 ni Gli 2 al sitio GBS 1. Tampoco se obtuvo amplificado en los
controles IgG y Proteina A, aunque se obtuvo una débil banda en el INPUT. Para el sitio
GBS 2, tampoco se observaron bandas amplificadas para las inmunoprecipitaciones
realizadas usando los anticuerpos anti Gli 1 y anti Gli 2, sus controles IgG y proteina A se
muestran negativos. En tanto para el sitio GBS 3, se muestra una fuerte banda amplificada
en la inmunoprecipitacion hecha contra Gli 2, banda que es comparable a la obtenida para
su INPUT. Se observa también una banda de baja intensidad para este sitio en la
inmunoprecipitacién contra Gli 1. No obstante, se descarta una union directa del factor
transcripcional Gli 1 al sitio GBS 3, ya que la banda obtenida es muy similar a la de los

controles IgG y proteina A. Finalmente, se muestran las bandas de amplificacion por PCR
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obtenidas para el GBS en la secuencia del gen Ptchl, mostrando un resultado positivo para
la inmunoprecipitacion contra Gli 1 y Gli 2, con una fuerte banda resultante para su

INPUT, validando entonces el resultado de este ChlP.

Podemos afirmar, por tanto, que el sitio GBS 3 presente en el intron 1 del gen Neogenina 1,
es reconocido por el factor de transcripcion Gli 2 en células humanas. La funcionalidad de

los tres sitios encontrados se abordara en la proxima seccion.

v.
20ul 30ul < 8
A RIS e S &
ADN ADN B &N & & &F & O
AR ¢
Sonicado PM  Sonicado * ¢
GBS 1
”
=]
S
SEF ol S| ees2 |
300ph —> b= s ‘ .
200ph —> === g ,
100ph —> o—
GBS 3 — e
=
B o= -

Figura 13: El factor de transcripcion Gli2 se une a un elemento de respuesta putativo
ubicado en el primer intrén del gen Neogenina 1. A. Se muestra el tamafio del ADN
sonicado que se utilizd en esta inmunoprecipitacion de cromatina en un gel al 2% de
agarosa. Se puede observar un enriquecimiento de fragmentos de ADN con tamafio entre
400 - 200 pb. Las flechas indican los tamafios de estandar de peso molecular (PM)
Winkler® 100 pb. B. La inmunoprecipitacion de cromatina se realizd a partir de células
SH-SY5Y, usando anticuerpos anti Gli 1 y anti Gli 2, seguido por una amplificacion de
PCR donde se usé partidores especificos disefiados para cada uno de los sitios posibles de
unién a Gli. La inmunoprecipitacion muestra en un gel de agarosa al 2% de resolucion que
existe una union directa del factor Gli 2 al sitio GBS 3. Como control positivo de la
inmunoprecipitacion, se hizo una reaccion de PCR usando partidores especificos de un sitio
de union descritos para Gli presente en el promotor del gen Ptchl.
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4.5 Estudio de la funcionalidad de los putativos GBS presentes en Neogenina 1
El Sitio GBS 3 es activado por el factor de transcripcion Gli 2

Con el fin de verificar si los sitios putativos GBS encontrados en el gen de Neogenina 1 son
activados por los factores de transcripcion Gli, estos sitios se clonaron en un vector de

expresion rio arriba del gen reportero luciferasa.

Como modelo experimental del ensayo, se disefiaron diferentes transfecciones, con un
sistema dual de deteccion de actividades de distintas luciferasas; tal sistema consta de: (i)
un plasmidio experimental en el cual se clonaron los GBS putativos de manera
independiente (pGL3-Promoter GBS 1, pGL3-Promoter GBS 2 y pGL3-Promoter GBS 3
(figura 8) y (ii) un plasmido como control interno de transfeccion (renilla SV-40) que se
usé para normalizar las lecturas de luciferasa. Ademas, como activador de los GBS se usé
al plasmido CMV-Gli2 que codifica para el factor de transcripcion Gli 2 en su forma

activadora.

Para verificar que el sistema de transfeccion respondia correctamente, se hizo un primer
ensayo midiendo las actividades de luciferasa de los plasmidios controles: como control
positivo se utilizé6 una construccion en la cual se insertaron ocho sitios consenso de
reconocimiento para Gli (8X-GBS) en serie y como control negativo, se utilizd un plasmido
en el que se insertaron 8 sitios en serie de reconocimiento para Gli mutados (8X-GBSmut)
[Sasaki y cols., 1997]. Como se muestra en la figura 14A, no se registro respuesta para el
plasmido 8x-GBSmut, mientras que para el control positivo se midié una respuesta 14 veces
mayor. Con esto se demuestra que el sistema de transfeccién realizada con Gli 2 activador

es funcional y reconoce los GBS consenso.
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Figura 14: Sistema de transfeccion responde de manera dosis dependiente al factor de
transcripcion Gli2. A. Se grafican las URL (unidades relativas de actividad luciferasa)
obtenidas para el plasmido 8X-GBS (control positivo de la transfeccién) y el plasmido 8X-
GBS mut (control negativo). La actividad luciferasa proveniente del plasmidio 8X-GBS fue
activada y tuvo una lectura de 14 ULR, mientras que la actividad proveniente del plasmidio
8X-GBS mut no fue activada. n=3, t-student, *** p<0,001. B y C. Se muestran las ULR de
actividad luciferasa con diferentes cantidades de CMV-GIi2. Se transfectaron cantidades
crecientes (0,20, 40 y 80 ng) de CMV-Gli2 junto con 20 ng de las construcciones 8X-GBS y
8X-GBSmut, segun sea el caso. Se cuantificaron las actividades luciferasa 48 horas
posteriores a la transfeccion. Para el plasmidio control positivo, se obtuvo lecturas
crecientes de actividad luciferasa conformes a la cantidad del plasmidio CMV-Gli2
agregadas. Para el control negativo, no se registré actividad con ninguna de las cantidades
de CMV-Gli2 adicionadas.
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Con el fin de determinar la cantidad de plasmidio activador (CMV-GIi2) a usar en los
experimentos, y para modelar la respuesta del sistema de transfeccion, se realizé una curva
dosis-respuesta de la actividad luciferasa con diferentes cantidades del plasmidio Gli 2
activador. Como se grafica en la figura 14B, se observa una respuesta proporcional a las
cantidades de Gli 2 activador usado; con esto se decidid realizar las transfecciones
experimentales utilizando 80 ng del plasmidio Gli 2 activador, punto donde se obtiene la
mayor respuesta dentro del rango de dosis ensayadas. Para el plasmido control negativo
(figura 14C), no se observd respuesta de la actividad luciferasa en ninguna de las
cantidades ensayadas del plasmidio activador. Con lo anterior, se confirma que el sistema
respondié de un modo dosis-dependiente.

Finalmente, en la figura 15 se grafican las actividades luciferasa normalizadas obtenidas
para los sitios GBS 1, GBS 2 y GBS 3, tanto en sus versiones silvestres como mutadas
(mostrados en la tabla 3). También se muestran las actividades de luciferasa controles
obtenidas en ausencia del activador Gli 2. Para el sitio GBS 1, no se registro induccion de
la actividad luciferasa, pero se detecté un aumento de la actividad en su version mutada,
que resultd ser significativa respecto de su control. En cuanto al sitio GBS 2, tampoco se
obtuvo una induccion de la actividad luciferasa, observandose incluso una leve baja en su
actividad respecto de su control sin el activador. En tanto, para el sitio GBS 3 se obtuvo una
induccién de la actividad de luciferasa mayor al 50% respecto de su control sin activador,
lo cual se considera una induccidon biolégicamente funcional. Tal induccion fue totalmente
abolida al ensayar ambas versiones mutadas del sitio GBS 3 (GBS 3 mutl y GBS 3 mut2).
Por lo tanto, el aumento en la actividad luciferasa inducida por el factor de transcripcién Gli

2 es especifico para el sitio GBS 3.
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Tabla 3: Secuencia de los sitios GBS silvestre y mutados que se utilizaron en el ensayo
de reportero luciferasa. Las mutaciones sitio dirigidas utilizadas en el ensayo del gen
reportero luciferasa se indican en negrita y subrayado.

GBS1 GBS 2 GBS 3

Silvestre 5 TGGGTGATC 3’ 5 TGGGTAATC3’ 5 GATTACCCA 3’
Mutado 5 TGCCAGATC 3 5 TGCCAAATC3 5 GATTIQQCA 3’ (1)

5° gaaatccca 3 (2)

(1) Sitio GBS mut 1
(2) Sitio GBS mut 2
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Figura 15: El sitio GBS 3 fue activado por el factor de transcripcion Gli 2. En A, By
C se grafica las veces de induccién de la actividad luciferasa normalizada para los sitios
GBS 1, 2 y 3, respectivamente, durante 48 horas de transfeccion. Se muestran la induccion
de respuesta para los sitios silvestre y los sitios mutados, en ausencia y presencia del
activador Gli 2. Solo el sitio GBS 3 mostro una induccion considerada biologicamente
significativa, es decir, sobre el 50% de induccion respecto de su control en ausencia de Gli
2. n=3, t-Student, * p<0,05, ** p<0,01.
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5. DISCUSION

La via sefializacion de SHH/GIi actta como un regulador maestro durante la formacion y
desarrollo de los organos vy tejidos, controlando procesos como proliferacion,
diferenciacion, migracion, sobrevida y muerte celular. Los distintos y complejos procesos
celulares en los cuales participa la via de SHH, se relacionan directamente con la variedad
de los genes blanco rio abajo de la via, siendo éstos los verdaderos efectores de la respuesta
celular a SHH. Se han desarrollado novedosas aproximaciones moleculares para ir a la
busqueda de nuevos genes blanco de la via de SHH y asi descifrar los mecanismos a través
de los cuales la via comanda los diferentes eventos celulares. Esto adquiere mayor
relevancia si se considera las distintas patologias en las que esta implicada la via de SHH,
gue van desde malformaciones como la polidactilia hasta severos defectos en desarrollo,

incluso incompatibles con la vida, o cancer.

Por otra parte, Neogenina 1 es un receptor multifuncional, que ha sido involucrado en
orientacion axonal, diferenciacion, proliferacion, apoptosis y mas recientemente en cancer.
Es interesante que las funciones de Neogenina 1 se sobreponen considerablemente con
aquellas propuestas para la via de sefializacion SHH/GIi, lo que permite postular que este

receptor puede formar parte de la intrincada red de sefializacién comandada por SHH.

El presente trabajo tiene por objetivo general demostrar que la via de SHH ejerce una
regulacién directa, por medio de los factores de transcripcion Gli, sobre la expresion del
gen Neogenina 1 humano utilizando el modelo de células de neuroblastoma humano. Los
resultados permiten proponer a Neogenina 1 como un gen efector de la via de sefializacion
de SHH/GIi. Con esto se espera contribuir a la comprension de los mecanismos regulatorios
que gobiernan la expresion de un receptor funcionalmente versatil, pero del cual se conoce

poco acerca de los mecanismos intracelulares que subyacen sus funciones.
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5.1 Neogenina 1 es expresada por la linea de neuroblastoma humano SH-SY5Y y
alteraciones farmacoldgicas de la via de SHH/GIi afectan la expresion de la proteina

en esta linea celular.

La linea celular de neuroblastoma humano SH-SY5Y deriva de una biopsia de una
metastasis en médula 6sea de un paciente pediatrico con neuroblastoma. Como se ha visto,
la expresion de Neogenina 1 se extiende a una variedad de tejidos durante el desarrollo
embrionario, entre ellos, las células de la cresta neural y la raiz de los ganglios dorsales,
tejidos a partir de los cuales se genera tempranamente el neuroblastoma. Los experimentos
de pérdida de funcion de Neogenina 1 realizados en embriones de Xenopus Leavis entregan
informacion acerca de la funcién que Neogenina 1 podria ejercer en estos tejidos. Los
resultados muestran defectos serios en la migracion de las células de la cresta neural y
aberraciones en la formacién del ojo [Gessert vy cols., 2008]. Antecedentes previos
muestran que la linea SH-SY5Y responde a la via de SHH. Sin embargo, no existen
estudios acerca de la expresion de la proteina Neogenina 1 en esta linea celular. Con este
fin, se realizaron extracciones de ARN Yy proteinas de cultivos celulares cultivados en
condiciones basales. Los resultados obtenidos por medio de RT-PCR y por
inmunodeteccion permitieron confirmar que la linea celular SH-SY5Y expresa fuertemente
la proteina Neogenina 1. Ademas, por inmunofluorescencia se visualiza que Neogenina 1 es

expresada en todas las células.

Una vez confirmado que las células SH-SY5Y expresan Neogenina 1, se quiso estudiar si
su expresion era modificada por la presencia de los agonista y antagonista la via de SHH.
Las cuantificaciones obtenidas del Western blot (figura 13) muestran que para las
condiciones con el antagonista ciclopamina 5 y 10 UM hay una disminucion significativa de
Neogenina 1 y esta inhibicion ocurre de manera dependiente de la dosis. Sin embargo, en
ningun caso se verifico una abolicion completa de su expresion. Probablemente, esto se
deba a que Neogenina 1 no es unicamente un blanco transcripcional directo de la via
SHH/GIi. Otros autores han reportado que durante la migracion neuronal en el SNC de
raton en desarrollo, Neogenina 1 se comporta como un blanco transcripcional directo de la
via Rb/E2F [Andrusiak Yy cols., 2010], una via que también se presenta desregulada en

cancer. Al respecto, se vio que ratones mutantes para la proteina Rb muestran niveles de
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expresion aumentados para Neogenina 1 en la zona subventricular, la corteza y el cuerpo
estriado. Ademas, una busqueda in silico realizada por estos autores, arrojé la existencia de
diferentes sitios consenso y no-consenso del factor transcripcional E2F, ubicados
inmediatamente rio arriba del ATG en la secuencia de Neogenina 1. Luego, a través de un
ensayo de ChIP se verifico una union directa del factor transcripcional E2F3 a los sitios
consenso y por ensayos luciferasa la funcionalidad de éstos. Por lo tanto, la expresion
remanente que se observa de Neogenina 1 en los ensayos de peérdida de funcion
farmacoldgica de la via SHH/GIi en las células SH-SY5Y podrian estar siendo dirigidos por
la via Rb/E2F. Es futura materia de estudio si acaso existe una interaccion entre estas dos
via. mSe hace notar que se ha reportado en la literatura a Gli 2 como un activador de la
expresion de factores relacionados con el ciclo celular como E2F1, en Keratinocitos

humanos [Regl y cols., 2004].

Por otra parte, los tratamientos con el agonista purmorfamina no revelaron un aumento
significativo en los niveles de expresion de Neogenina 1 en la linea SH-SY5Y. Como ya se
indico, se sabe por los antecedentes bibliograficos, la via de SHH esta constitutivamente
activa tanto en lineas celulares como en muestras tumorales de neuroblastoma. Ademas, la
linea SH-SY5Y presenta per se una alta expresion basal de Neogenina 1 (Figura 12). Es
posible pensar que al estimular con el agonista de SHH no se detecten diferencias con
respecto a las condiciones controles, porque ya habria una saturacion en la capacidad de la
respuesta metabolica por parte de las células SH-SY5Y. Esta presuncion se podria haber
corroborado realizando ensayos con purmofamina en la linea de neuroblastoma humano

SK-N-SH, la que presenta menores niveles basales de expresion de Neogenina 1.
5.2 Existen tres GBS en las secuencias analizadas del gen Neogenina 1

Al verificar que la supresion de la via de SHH produce una disminucion en la expresion de
Neogenina 1, es posible considerar que la via ejerce algun tipo de regulacion sobre la
expresion de la proteina. Para indagar en esta idea, se buscaron sitios de union a Gli en la
secuencia de Neogenina 1. Por antecedentes generados en el laboratorio, se sabia de la
existencia de un GBS a los 18.3 Kb rio arriba del inicio de la transcripcion de Neogenina 1

en la secuencia de raton, y considerando la conservacion evolutiva existente entre los GBS
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en vertebrados, la busqueda abarcd hasta los 20 Kb rio arriba desde el inicio de la

traduccion en la secuencia de Neogenina 1 humana.

El gen Neogenina 1 estd localizado en 15022.3-g23, y su secuencia genica en humanos
presenta 11 transcritos diferentes, de los cuales s6lo cinco de ellos codifican para proteinas.
Los seis transcritos restantes permanecen como transcritos retenidos o procesados (Figura
16).
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Figura 16: Esquema de la secuencia génica de Neogenina 1 en humanos. A.- Diferentes
transcritos descritos para Neogenina 1. Se conocen 11 transcritos. En rojo y amarillo se
muestran los cinco de ellos que codifican para proteina, en azul se indican los transcritos
gue son retenidos. Los exones se sefialan en cajas rectangulares.

La basqueda in silico se inici6 obteniendo las secuencias de los 20 Kb rio arriba desde el
ATG vy el primer intrén de la isoforma 1 de Neogenina 1 a partir de la base de datos
Ensembl. Como resultado, no se encontraron sitios consenso en las secuencias analizadas
de Neogenina 1, sin embargo, la busqueda arrojo tres sitios posibles de unién a Gli no-
consenso: uno de ellos a 18,6 Kb rio arriba del ATG de Neogenina 1 (i) GBS 1 (5’
TGGGTGATC 3°), y dos sitios ubicados dentro del primer intrén (ii) GBS 2 (5’
TGGGTAATC 3°) y (iii) GBS 3 (5> GATTACCCA 3’). Como se ha mencionado, los
factores transcripcionales Gli, mediadores de la sefial de SHH, se unen con alta afinidad a
la secuencia consenso 5"GACCACCCA 3. Esta secuencia ha sido descrita para humano y

es conservada en ratdn. A partir de ésta se han determinado numerosos genes blancos de la
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via de SHH/GIi. Sin embargo, hoy se aceptan variantes de la secuencia consenso (o sitios
de union a Gli no-consenso) como sitios funcionales en respuesta a los factores
transcripcionales Gli, tal como se observa en dos de los genes clasicamente descritos como
blancos directos de la via SHH/GIi en humano: los factores transcripcionales glil y Anf3p
(Factor Nuclear de Hepatocito 3f). Estos presentan sitios no-consenso en sus secuencias
promotoras, las que son funcionales y determinantes para la activacion transcripcional
[Ikram y cols., 2004; Sasaki y cols., 1997]. Mas aun, se ha visto que determinadas
variaciones puntuales en la secuencia consenso inducen una actividad transcripcional
mayor de los factores Gli, sugiriendo con esto que muchos sitios variantes de menor
afinidad por Gli son funcionales y pueden sustituir a la secuencia consenso [Winklmayr y
cols., 2010].

El sitio GBS 1 encontrado en la secuencia de Neogenina 1, ha sido descrito como un sitio
que esta presente en la region promotora del gen humano IL1R2 (Receptor tipo Il de
Interleuquina 1) y que es funcional en respuesta a los factores Gli. Este sitio difiere de la
secuencia consenso solo en una base: en la posicion 3C variando a 3T [Winklmayr y cols.,
2010]. Mientras que los sitios GBS 2 y GBS 3 difieren del sitio consenso en dos posiciones:
3T4T; estos sitios no han sido descritos antes en genes blancos de los factores

transcripcionales Gli.

5.3 Gli 2 reconoce y se une directamente al GBS 3 dentro del primer intréon de

Neogenina 1.

Dada la existencia de tres sitios regulatorios putativos GBS en la secuencia promotora y en
el primer introbn de Neogenina 1, se quiso estudiar si estos sitios son reconocidos
directamente por los factores de transcripcion activadores de la via de SHH/GIi: Gli 1y Gli
2. Para esto se realiz6 una inmunoprecipitacién de cromatina a partir de un cultivo de
células SH-SY5Y en condiciones basales. Para los sitios GBS 1 y GBS 2 no se detect
interaccion con los factores de transcripcion Gli. Sin embargo, hay que considerar que las
bandas de PCR correspondientes a los INPUT de estos dos sitios resultaron muy tenues, por
lo que seria adecuado aumentar la sensibilidad de la técnica realizando las amplificaciones

de la cromatina inmunoprecipitada de manera cuantitativa, usando PCR en tiempo real.
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So6lo de esta manera se podria confirmar que los factores de transcripcién Gli no reconocen
a los sitios GBS 1y GBS 2.

Para el sitio GBS 3 se obtuvo una banda correspondiente al INPUT muy comparable a la
obtenida para la inmunoprecipitacion con Gli 2, por lo es posible afirmar que Gli 2
reconoce Yy se une directamente al sitio GBS 3. Sin embargo, aungue se detecté una banda
de intensidad menor para la inmunoprecipitacion con Gli 1, se descarta una interaccion de
este factor transcripcional con el sitio GBS 3, dado que la intensidad de esta banda es muy

comparable a las obtenidas para los controles de isotipo y de proteina A.

Por lo tanto, se verifico que sélo el factor de transcripcién Gli 2 reconoce y se une
directamente al sitio GBS 3. Esto es relevante al considerar que en estudios realizados en
ratones mutantes para Gli 2 y Gli 3, se observd una pérdida en la respuesta a la
estimulacion con SHH. Esto indica que Gli 2 y Gli 3 median la mayoria, sino todas, las
respuestas transcripcionales a la sefial de SHH en mamiferos durante la embriogénesis [Hui
y cols., 2011]. Por otra parte, se sabe que Gli 1 es dispensable para el desarrollo embrionario
en mamiferos y mas bien parece formar parte de un circuito de retroalimentacion positiva
en la via de sefializacion de SHH/GIli. Lo anterior contrasta a lo observado en embriones
de Xenopus y pez cebra, donde Gli 1, mas que Gli 2, es el principal activador de la via [Hui
y cols., 2011]. Considerando que Gli 3 funciona predominantemente como un represor
transcripcional de los genes blancos de la via SHH/GIi y relacionando esto con la baja en
la expresion de Neogenina 1 observada en los tratamientos realizados incubando las células
de neuroblastoma con el inhibidor de la via, ciclopamina, no se descarta una posible union
y reconocimiento del factor de transcripcion Gli 3 en la secuencia de Neogenina 1, y que la
baja en su expresion se deba no s6lo a la falta de activacion de Gli 2, sino a un efecto
mediado por la unién del factor Gli 3 represor a los GBS existentes en la secuencia de
Neogenina 1.

5.4 Solo el sitio GBS 3 fue activado por el factor de transcripcion Gli 2.

En la mayoria de los casos, la afinidad con que un factor transcripcional se une a una
secuencia en el ADN, resulta ser un buen predictor de su potencial para la activacion (o

represion) transcripcional. Sin embargo, también se sabe que secuencias en el ADN que
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presentan afinidades de union bajas, resultan ser sitios que en presencia de concentraciones
moderadas de los factores Gli, pueden llegar a ser funcionales por si solos, o bien, pueden
potenciar la actividad transcripcional de otro GBS. Un ejemplo de esto ocurre en la
secuencia del gen Ptchl humano. Este gen presenta promotores alternativos de la
transcripcion. Dentro de éstos, se han descrito dos GBS descritos ubicados rio arriba del
exon 1B: uno consenso y otro no-consenso. Al respecto, se ha visto que sélo el sitio
consenso es funcional por si solo, sin embargo, el sitio no-consenso es esencial para

potenciar su actividad transcripcional [Winklmayr y cols., 2010].

Considerando también que la activacion transcripcional in vivo involucra la articulacion de
un proceso altamente complejo, que depende de la presencia de co-factores, de un estado
epigenético y una conformacion espacial adecuada de la cromatina y de la presencia
factores de transcripcion adicionales, se hace dificil describir una relacién entre una alta
afinidad de unidn de los factores Gli y la activacion transcripcional que tendrian sobre una
secuencia determinada. Por lo anterior, se hace necesario realizar los ensayos funcionales
correspondientes, y aunque en los ensayos reporteros de luciferasa no se representa
perfectamente el contexto de la cromatina, éstos si son ampliamente usados para distinguir

entre una alta afinidad de unidn y una activacion transcripcional.

De acuerdo a los resultados obtenidos en los ensayos de luciferasa, el sitio GBS 1, descrito
anteriormente como un GBS funcional en el promotor del gen IL1R2, pese a ser muy buen
candidato, no gatill6 la actividad transcripcional del gen reportero. En cambio, su versién
mutada, mostrd una activacion transcripcional significativa con respecto al control. En el
afio 2010 se publico un trabajo que estudio el efecto sobre la activacién transcripcional de
mutaciones puntuales en cada una de las posiciones del GBS consenso
(5"GACCACCCAZ") [Winklmayr vy cols., 2010]. Este reporte muestra que un cambio en la
posicion 5A del GBS consenso por 5T induce un aumento importante en la activacion
transcripcional del GBS. Como se indica en la tabla 3, corresponde a la misma mutacion
sitio-dirigida en el sitio GBS 1 mut, lo que podria explicar el aumento significativo en la
activacion transcripcional de este sitio. De todas maneras, este aumento estadisticamente
significativo en la actividad luciferasa, contribuye a reafirmar la validez de los resultados

del ensayo de luciferasa obtenidos.
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En el sitio GBS 2 no se indujo la activacion transcripcional del gen reportero, sin embargo,
la presencia del factor Gli 2 si incrementd de manera significativa la actividad
transcripcional del sitio GBS 3, considerandose ésta biologicamente relevante, dada por una
activacion mayor al 50% respecto de su control en ausencia de Gli 2. Para un estudio mas
acabado de la funcionalidad y especificidad de reconocimiento de Gli 2 por el GBS 3, se
ensayaron dos versiones mutadas del sitio: una de ellas con mutaciones parciales del core
(GBS 3 mutl) y la otra con mutacién total del core (GBS 3 mut2). En ambas versiones
mutadas se aboli6 la actividad transcripcional, demostrando una unién y activacion
especifico de Gli 2 activador por el sitio GBS 3. Estos resultados concuerdan y son
consistentes con los obtenidos en la inmunoprecipitacién de cromatina, donde sélo se
detectd union de Gli 2 al sitio GBS 3.

Ptchl es considerado uno de los genes humanos méas complejos en cuanto a la diversidad
de sitios alternativos de inicio de la transcripcion que presenta en su extremo 5°. Se
conocen siete transcritos codificantes de Ptchl, los que se diferencian Unicamente en la
secuencia del primer exén [Nagao y cols., 2004]. Ademas, se sabe que la expresion de
Ptchl humano es controlada por diferentes promotores alternativos, los cuales determinan
la isoforma de Ptchl que se expresa [Nagao Yy cols., 2004]. Es posible considerar que
Neogenina 1 tenga una regulacion transcripcional similar a la de Ptchl. En este sentido, la
expresion de determinadas isoformas de Neogenina 1 podrian estar bajo control del
promotor que responde a la via Rb/E2F; otras isoformas en cambio, podrian esta

rmoduladas por la via de SHH/GIi, mediante el GBS 3 ubicado dentro del primer intron.
5.5 Neogenina 1 en el contexto de la via de SHH/Gli

Es clasicamente conocido que Ptchl es uno de los genes blancos en la red de sefializacion
de la via SHH/GIi, generando con esto un mecanismo de regulacion negativa de la via.
Recientemente, se publicd un estudio que postula a Neogenina 1 como un nuevo regulador
negativo de la via de SHH/GIli [Hong vy cols., 2012]. El estudio muestra que embriones de
ratones en la edad gestacional E18.5 que son mutantes para neogenina 1 presentan
polidactilia y una actividad aumentada de SHH, reflejado por una expresion ectépica de los
genes de respuesta glil y ptchl. Este fenotipo ocurre con una baja penetrancia y

especificamente en la extremidad posterior derecha de los embriones. También se observo
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gue en ratones heterocigotos para Gli3 (Gli represor) y mutantes para neogenina 1, se ve un
fenotipo aumentado de polidactilia. Esto sugiere que Neogenina 1 actla para restringir la
sefializacion de SHH especificamente en la extremidad posterior en desarrollo, y su pérdida
resulta en la activacion de la via. Al igual que Ptchl, en el presente trabajo se ha
establecido que Neogenina 1 es un gen blanco de SHH. Por lo tanto, dentro del contexto de
la red de sefializacion de SHH, la expresion de Neogenina 1 podria ser parte de otro sistema
de regulacion negativa de la via, donde la expresion de la proteina es activada por SHH,
mediante la accion directa de los factores Gli. A su vez, Neogenina 1 reprime, la actividad
de SHH por un mecanismo aun desconocido. Sin embargo, se descarta que este mecanismo
ocurra a través de una interaccion directa entre Neogenina 1 y SHH, de acuerdo a los
ensayos de union realizados con la actividad reportera de fosfatasa alcalina [Hong vy cols.,
2012]. Por otra parte, se ha establecido que durante la formacion de masculo esquelético en
el desarrollo, Neogenina 1 interacciona de manera cis con CDO [Kang Yy cols., 2004], un
correceptor a nivel de membrana de la via de SHH/GIi formando parte de un complejo
receptor mayor. Con esto es posible postular que Neogenina 1 ejerceria su regulacién sobre
la via de SHH a través de la conformacion de complejos con otros co-receptores de la via
de SHH a nivel de membrana plasmaética, como los son Ptchl mismo, o CDO, u otros co-
receptores de la via como BOC, y Gasl.

5.6 Neogenina 1y Cancer

Existen diferentes publicaciones en las que se reportan alteraciones en la expresion de la
proteina Neogenina 1 en tumores respecto de su tejido de origen no tumoral. Se sabe que en
cancer esofagico hay un aumento en la expresion de la proteina Neogenina 1 comparado
con su tejido epitelial normal [Hu y cols, 2001], mientras que en cancer de mama [Lee y
cols., 2005] y cancer de colon [Li y cols., 2009] hay una disminucion en la expresion de
Neogenina 1. Sin embargo, no existen antecedentes que reporten alteraciones de la
expresion de la proteina en el contexto de neuroblastoma, por lo que seria muy interesante
realizar un estudio al respecto. Recientemente, se public6 un trabajo en el cual se estudia la
expresion de Neogenina 1 en glioma [Wu vy cols., 2012], una patologia donde la via de
SHH/GIi se encuentra anormalmente activada. En este trabajo, se observd una baja

progresiva en la expresion de la proteina Neogenina 1 en las etapas avanzadas del tumor,
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proponiendo entonces que las alteraciones en la expresion de la proteina Neogenina 1 son

una herramienta atil como un posible biomarcador de progresién tumoral en glioma.

Probablemente, esta progresiva baja en la expresion de Neogenina 1 relativa al desarrollo
de glioma, esté relacionada con su funcién de factor de dependencia. Se ha visto que en
ausencia de su ligando RGM, Neogenina 1 desencadena muerte celular por apoptosis
[Matsunaga y cols., 2004]. Por lo tanto, esta baja en la expresion de Neogenina 1 podria
deberse a un mecanismo de evasion de muerte celular y mayor sobrevida por parte del
tumor [Mehlen y cols., 2011], proponiendo a Neogenina 1 no solo como un biomarcador de
progresion tumoral, sino que ademas como un posible blanco terapéutico anticancerigeno

para el caso de glioma [Wu Yy cols., 2012].

Sin embargo, el fenébmeno opuesto se ha verificado, en resultados obtenidos por el
laboratorio, para el caso de meduloblastoma, el tumor del SNC mas comun en la poblacion
infantil. EI 30% de los meduloblastomas se desarrolla por una proliferacion desregulada de
las células progenitoras mediada por alteraciones en la via de SHH/GIi, durante el
desarrollo del cerebelo. En un modelo murino de meduloblastoma, desarrollado por
mutaciones de pérdida de funcién del receptor Ptchl, se verifico un aumento significativo
en la expresion de neogenina 1 en las células proliferativas granulares que conforman
etapas mas avanzadas del meduloblastoma, respecto del tejido normal. Ademas, se ha visto
que en modelo celular humano de meduloblastoma, el silenciamiento transiente de
Neogenina 1 produce un arresto del ciclo celular en G2/M, lo que podria significar que
Neogenina 1 tiene un importante rol regulando la progresion del ciclo celular en una linea
celular de meduloblastoma [Milla y cols., 2013, manuscrito en preparacion]. De todas
maneras, es claro que existen alteraciones en la expresion de Neogenina 1 en diferentes
tipos tumorales y la funcién que Neogenina 1 podria desempefiar, al parecer, depende del

contexto tumoral y actualmente es materia de estudio.

Finalmente, se puede considerar que en este trabajo de memoria se ha demostrado que la
linea celular de neuroblastoma humano SH-SY5Y expresa la proteina Neogenina 1, linea
celular donde la via de SHH/GIi estad permanentemente activa. Ademas, la secuencia génica
de Neogenina 1 presenta tres sitios de unién a los factores de transcripcion Gli, de los

cuales solo uno, el sitio GBS 3, es reconocido y une directamente al factor transcripcional
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Gli 2, principal factor activador en mamiferos, y que ademas el sitio GBS 3 responde
funcionalmente a Gli 2, se propone el siguiente modelo de regulacion transcripcional para

el gen Neogenina 1 en un modelo celular humano (figura 17).

— Membrana

Citoplasma

Nicleo -,

’——>+1 de Neogenina 1

GBS 3

Figura 17: Modelo de la regulacion transcripcional ejercida por la via de sefializacion
de SHH/GIi sobre la expresion del gen Neogenina 1 en el modelo de neuroblastoma
humano SH-SY5Y. SHH presente en el medio, interacciona con su receptor de membrana
Ptchl, inhibiendo la represién que constitutivamente ejerce sobre el co-receptor Smo. De
esta manera, Smo promueve la activacion de una compleja red de sefializacion intracelular
que conduce a la activaciéon de los factores transcripcionales Gli. Estos factores, en sus
formas activadoras, se desplazan hacia el nicleo para activar la transcripcion de los genes
blanco de la via, entre los que se encuentra el gen Neogenina 1, uniéndose al GBS 3
ubicado dentro del primer intron y activando la expresion de este gen. EI GBS 3 esta
sefialado en caja roja, los exones 1y 2 en cajas verdes y el intron 1 en celeste. La flecha
indica el inicio de la transcripcion.
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6.- CONCLUSIONES

» La proteina Neogenina 1 es expresada en la linea celular de neuroblastoma humano
SH-SY5Y.

» El nivel de la proteina Neogenina 1 es inhibida en ausencia de la via de sefializacion
SHH/GI.

» Existen tres sitios putativos de union de los factores transcripcionales Gli en la
secuencia gendémica de Neogenina 1: el sitio GBS 1 a 18,6 Kb rio arriba desde el
inicio de la traduccion, y los sitios GBS 2 y GBS 3 ubicados a 39,1 y 54,4 Kb del

inicio de la traduccién de Neogenina 1, respectivamente.

» El factor de transcripcion Gli 2 reconoce y se une directamente al sitio GBS 3.

» El sitio GBS 3 es funcional, e induce la transcripcion del gen reportero luciferasa

activada por el factor de transcripcion Gli 2.

» El gen Neogenina 1 es un blanco transcripcional directo de la via de sefializacion
SHH/GIi en la linea celular de neuroblastoma humano SH-SY5Y.
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