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RESUMEN

La Policistina-1 (PC1) es un mecanosensor fundamental para la correcta contractilidad
cardiaca y su ausencia en los cardiomiocitos se relaciona con la disminucién de los niveles
proteicos de los canales de calcio tipo-L (LTCC). Los tubulos-T, invaginaciones del sarcolema
cruciales para la funcién cardiaca, son estructuras que mantienen en las diadas a los LTCC,
evitando su rapida degradacion, por lo que cualquier alteracion en su formacion, redunda en la
degradacion de los canales y disminucion de la funcion contractil. Una de las proteinas
involucradas en la formacion de los tubulos-T es BIN1, la cual presenta en el corazén 2
isoformas ubicuas (BIN1 y BIN1+17) e isoformas 2 cardio-especificas (BIN1+13 y BIN1+13+17).
A pesar de su importancia, se desconoce hasta el momento las vias que regulan la expresion de
BIN1 en los cardiomiocitos. Por otro lado, mientras en células cancerosas la expresion de BIN1
es regulada negativamente por el factor transcripcional c-Myc, en células renales la PC1 es un
supresor de la expresion de c-Myc, por lo cual en esta tesis se propuso estudiar la relacién entre

la PC1, c-Myc y BIN1 en los cardiomiocitos.

El objetivo de este trabajo fue determinar el papel de la PC1 en la expresion de c-Myc y
su relacion con la expresion de BIN1 y sus isoformas en los cardiomiocitos, para lo cual se
utilizaron ratones KnockOut cardio-especificos para la PC1 y cultivo de cardiomiocitos de ratas
neonatas. Se utilizaron siRNAs para la PC1 o c-Myc y adenovirus para sobreexpresar la cola
C-terminal de la PC1. Se detectaron los niveles proteicos de c-Myc a través de inmunoblot,
mientras que el mMRNA de la PC1, las isoformas de BINT y el mMRNA de c-Myc se detectaron por
RT-gPCR. Se utilizé t-Test o ANOVA de una via seguido de un post test de Tukey para el
andlisis estadistico.

Nuestros resultados muestran que la disminucion de la expresion de la PC1 induce la
expresion de c-Myc, mientras que su sobreexpresion la inhibe. Sin embargo, tanto la disminucion
de la expresion de c-Myc como de la PC1 regulan de manera similar la expresion diferencial de
las isoformas de BIN1, sin cambios en la expresion de BIN1 total. Mas aun, la disminucién de
c-Myc o la sobreexpresion de la cola c-terminal de PC1, aumentan la expresion de BIN1+13 y
disminuyen la de BIN1+13+17. Esta aparente contradiccion, podria deberse a que cualquier
desregulacion de la expresiéon de la PC1 tiene como efecto la misma respuesta celular, como

esta descrito en células renales.



Estos datos sugieren por primera vez que la PC1 es un inhibidor negativo de c-Myc en

los cardiomiocitos, lo cual se relaciona con la expresion diferencial de las isoformas de BINT.

ABSTRACT

Polycystin-1 (PC1) is a fundamental mechanosensor for correct cardiac contractility
and its absence in cardiomyocytes is related to the decrease in protein levels of L-type
calcium channels (LTCC). T-tubules, invaginations of the sarcolemma crucial for cardiac
function, are structures that maintain LTCCs in dyads, preventing their rapid degradation, so
that any alteration in their formation, results in the degradation of channels and decreased
contractile function. One of the proteins involved in the formation of T-tubules is BIN1, which
has 2 ubiquitous isoforms in the heart (BIN1 and BIN1+17) and 2 cardio-specific isoforms
(BIN1+13 and BIN1+13+17). Despite its importance, the pathways that regulate BIN{
expression in cardiomyocytes are so far unknown. On the other hand, while in cancer cells
the expression of BINT is negatively regulated by the transcriptional factor c-Myc, in renal
cells PC1 is a suppressor of c-Myc expression, which is why in this thesis it was proposed to

study the relationship between PC1, c-Myc and BIN1 in cardiomyocytes.

The objective of this work was to determine the role of PC1 in the expression of
c-Myc and its relationship with the expression of BIN1 and its isoforms in cardiomyocytes, for
which PC1-specific KnockOut mice were used and culture of cardiomyocytes from neonatal
rats. siRNAs for PC1 or c-Myc and adenoviruses were used to overexpress the C-terminal
tail of PC1. Protein levels of c-Myc were detected through immunoblot, while PC1 mRNA,
BIN1 isoforms and c-Myc mRNA were detected by RT-qPCR. One-way t-Test or ANOVA

followed by a Tukey post test was used for statistical analysis.

Our results show that the decrease in the expression of PC1 induces the expression
of c-Myc, while its overexpression inhibits it. However, both decreased c-Myc and PC1
expression similarly regulate differential expression of BIN7 isoforms, with no change in total
BIN1 expression. Furthermore, the decrease in c-Myc or the overexpression of the C-
terminal tail of PC1, increases the expression of BIN1+13 and decreases that of
BIN1+13+17. This apparent contradiction could be because any deregulation of PC1

expression has the same cellular response as described in kidney cells.

These data suggest for the first time that PC1 is a negative inhibitor of ¢c-Myc in

cardiomyocytes, which is related to the differential expression of BIN1 isoforms.



INTRODUCCION

Cardiomiocito y funcién cardiaca

El corazén estd formado por diversos tipos de células que contribuyen a sus
propiedades estructurales, bioquimicas, mecanicas y eléctricas, siendo los cardiomiocitos
las células musculares encargadas de la contraccion sincronica durante el periodo de sistole

cardiaca’.

Los cardiomiocitos se contraen cuando un potencial de accién posibilita la apertura
del canal de calcio tipo-L dependiente de voltaje (L-Type Calcium Channel, LTCC),
desencadenandose un influjo del ién calcio (Ca*") al intracelular, con la posterior salida de
Ca?" del reticulo sarcoplasmico (Sarcoplasmic Reticulum, SR) hacia el citoplasma a través
de los receptores de rianodina (Ryanodine Receptors, RyR). Este proceso es conocido como
liberacion de Ca?* inducida por Ca*, evento que culmina con la activacion de la maquinaria

contractil del cardiomiocito?.

Posteriormente, la relajacion cardiaca durante la diastole procede con la disociacion
del Ca** de la maquinaria contractil, por medio de su internalizacion en el lumen del SR,
gracias a la accion de la Ca**-ATPasa del Reticulo Sarco/Endoplasmico (Sarco/Endoplasmic
Reticulum Ca*-ATPase, SERCA). El remanente de Ca*" citoplasmatico es transportado
hacia el extracelular por medio del intercambiador sodio-calcio y en mucho menor grado por

la Ca?*-ATPasa del sarcolema?.

Los eventos que cursan con la despolarizaciéon del sarcolema, la elevacion del Ca%*
citoplasmatico y el inicio de la contraccién se conocen como acoplamiento de excitacion-
contraccion (Excitation-Contraction Coupling, E-C Coupling). La yuxtaposicion de los LTCC y
RyR forman complejos llamados diadas, que son estructuras dependientes de la integridad

de invaginaciones del sarcolema llamadas tubulos transversos o tubulos-T3.

Los tubulos-T concentran una gran cantidad de canales idnicos y proteinas
implicadas en el E-C Coupling, por lo que la pérdida de la funcionalidad de estos trae
consigo efectos deletéreos en la capacidad contractil del corazén, frente a los cuales pueden

acontecer patologias como la insuficiencia cardiaca®.
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Tubulos-T

Los tubulos-T son invaginaciones transversales de la membrana plasmatica de los
cardiomiocitos, situados sobre la linea Z de los sarcémeros. Estos organelos membranosos
forman un sistema altamente ramificado de redes intracelulares, el cual corre por el eje
longitudinal de los cardiomiocitos. Este sistema es particularmente desarrollado en

cardiomiocitos ventriculares adultos®.

La bicapa fosfolipidica de los tubulos-T forma microdominios, los cuales poseen una
alta densidad de canales i6nicos y moléculas de sefalizacion claves para el
E-C Coupling, siendo asi cruciales para la liberacién sincronica del Ca®* en el citoplasma de

los cardiomiocitos posterior a la estimulacion eléctrica®®.

La red de tubulos-T es extremadamente dindmica y responde tanto a factores
biofisicos como bioquimicos, alterandose en respuesta a las demandas fisioldgicas y en
condiciones patologicas®. Se ha propuesto un modelo de tres niveles para la regulacion de
los tubulos-T: a) factores bioquimicos, como la presencia de la proteina amphiphysin-2/BIN1,
los que permiten la formacién de estas invaginaciones tubulares del sarcolema, el
reclutamiento y posterior concentracion de los LTCC en estas estructuras, b) moléculas
sensibles a factores biomecanicos, como la proteina Junctofilina-2, la cual promueve la
interaccion correcta del SR con los RyR y c) a través de moléculas mecanosensibles
responsables de la regulacién dinamica de los tubulos-T cuando cambian las condiciones

fisiologicas®.

La plasticidad de estas estructuras representa una oportunidad en el restablecimiento
del equilibrio fisiolégico perdido en ciertas patologias cardiacas, por lo que es de interés
estudiar las vias que modulan la formacién y la funcionalidad de los tubulos-T. Este
conocimiento nos podria permitir revelar nuevos blancos terapéuticos a nivel molecular y en

este contexto, la proteina BIN1 implicada en la biogénesis de los tubulos-T resulta atractiva™

8

Amphiphysin-2/BIN1

El gen BINT esta compuesto por 20 exones y codifica un set de proteinas (~45 - 80
kDa) generadas por splicing alternativo, las cuales ejecutan funciones en la dinamica de
membrana, progresiéon del ciclo celular, reparacion del Acido Desoxirribonucleico
(Deoxyribonucleic acid, DNA), mientras que, en células cancerosas, BIN1 posee un rol como

proteina supresora de tumores. Todos los productos de la expresion de BINT, contienen un
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N-terminal con dominios BAR (Bin/Amphiphysin/Rvs) y un C-terminal el cual puede

interactuar con el citoesqueleto y con otras proteinas intracelulares®.

Debido al splicing alternativo, el cardiomiocito expresa 4 isoformas diferentes:
2 isoformas ubicuas: BIN1 (excluye los exones 7, 11 y 13-17) y BIN1+17 (BIN1 + ex6n 17) y
2 variantes tejido-especificas: BIN1+13 (BIN1 + exén 13) y BIN1+13+17 (BIN1 + ex6n 13 +
exon 17)" °. Las isoformas cardiacas de BIN1 estan implicadas en la formacion de
invaginaciones del sarcolema del cardiomiocito' ', en el trafico y concentracion de los
LTCC hacia los tubulos-T'2. Por otra parte, BIN1 genera zonas de difusion lenta, con
concentraciones diferentes de iones extracelulares, lo cual es requerido para la correcta

funcion contractil del cardiomiocito™.

La expresion de BINT esta regulada negativamente durante la insuficiencia cardiaca,
lo cual se asocia a una menor formacion de los tubulos-T, pérdida de su ultraestructura y
disminucion del trafico de los LTCC a los mismos'3, pero aun se desconoce como se regula
la expresion de BINT en el corazén. Datos preliminares no publicados de nuestro laboratorio
sugieren que un mecanosensor llamado Policistina-1 podria ser requerido para su correcta

expresiéon en los cardiomiocitos.

Policistina-1

El gen PKD1 codifica una gran proteina transmembrana conocida como Policistina-1
(PC1, ~450 kDa), la cual se expresa en variados tejidos, como corazon, higado y en células
renales, donde su funcion ha sido principalmente caracterizada 5. Mutaciones de este gen
inducen el desarrollo de la Enfermedad Renal Poliquistica Autosémica Dominante
(Autosomal Dominant Polycystic Kidney Disease, ADPKD) en aproximadamente el 85% de
los casos, siendo aproximadamente el 15% restante producto de mutaciones del gen PKD2,
que codifica para la proteina Policistina-2 (PC2), una proteina de ~110 kDa que actua como

canal iénico permeable al Ca®*"%.

La PC1 posee un gran N-terminal extracelular con variados dominios, los cuales
podrian estar involucrados en interacciones proteina-proteina, 11 dominios transmembrana
y un C-terminal pequefio (~200 aminoacidos)*®, el cual puede ser fosforilado por PKA y una
tirosina kinasa tipo c-Src'’. Por otra parte, la cola C-terminal (Polycystin-1 C-Terminal Tail,
PC1-CTT), puede sufrir cortes que generan fragmentos con capacidad de modular la via
STAT6/p100%, la via Wnt/B-catenina' y la activacion transcripcional de TCF/CHOP por

medio de p300%. Ademas de lo anterior, la PC1 interactia con una gran variedad de
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proteinas, por lo que modula diversas vias transduccionales, siendo implicada en procesos
como la formacién del hueso, progresion de tumores, adhesion, proliferacion y diferenciacion
celular; consecuentemente, se han asociado desbalances de su expresién a mecanismos

patogénicos en enfermedades como la ADPKD?*" 22,

Se ha descrito a la PC1 como una proteina mecanosensora capaz de sensar fuerzas
extracelulares como la tensién mecanica, fuerzas compresivas, rigidez de la matriz
extracelular y el estrés de cizallamiento®, convirtiendo estas sefiales biofisicas en una

respuesta bioquimica, permitiendo su integracion al interior de la célula®*-28.

Policistina-1 y funcién cardiaca

Nuestro laboratorio ha demostrado que la PC1 actia también como un
mecanosensor en los cardiomiocitos, mediando la hipertrofia cardiaca inducida por estrés
mecanico in vitro (modelo de estrés hipo-osmatico) y por sobrecarga de presion in vivo
(constriccidn aortica transversa), de esta manera, ratones deficientes para la expresion de

PC1 en los cardiomiocitos (PC1 KO) no desarrollan hipertrofia ni fibrosis del tejido cardiaco?.

Ademas, la ausencia de esta proteina en los cardiomiocitos induce una contractilidad
cardiaca deficiente, con disminucién del contenido proteico de los LTCC, lo que podria
explicar, aunque sea en parte, la disminucion de la contractilidad observada®” %. Datos no
publicados de nuestro laboratorio indican que estos ratones desarrollan insuficiencia
cardiaca y mueren aproximadamente a los 7 meses de vida. Teniendo en cuenta que el
remodelamiento de los tubulos-T es uno de los determinantes de la disminucién de los
niveles proteicos de los LTCC*> 7, la PC1 podria estar implicada en el mantenimiento de

dichas estructuras.

Considerando que datos preliminares de nuestro laboratorio sugieren que la PC1
podria regular positivamente la expresién de BIN1 y siendo esta proteina crucial para la
formacion de los tubulos-T, junto a la mantencidn de la funcionalidad cardiaca, la disfuncion
cardiaca observada en los ratones PC1 KO podria tener como base una tubulogénesis
deficiente; sin embargo, aun se desconoce de manera acabada si la PC1 podria regular los

niveles de BIN1 en los cardiomiocitos y el mecanismo molecular implicado.

La regulacion de la expresion de BINT ha sido poco estudiada hasta el momento.
Auln a pesar de lo anterior, en células cancerosas se encuentra reportado que la expresion

de BIN1 depende del factor transcripcional c-Myc?.
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Factor transcripcional c-Myc

c-Myc es una proteina altamente regulada, la cual esta implicada en una amplia
variedad de procesos biolégicos como el crecimiento celular, apoptosis, metabolismo,
transformacion y proliferacion celular® -2, Los productos de expresion de c-Myc se localizan
principalmente en el nucleo y poseen dominios de unién a la doble hebra del DNA. c-Myc se
asocia con otra proteina llamada MAX (Myc-associated factor X), formando heterodimeros

para ejercer su funcion como factor transcripcional®.

El protooncogén c-Myc ha sido uno de los mas estudiados en el contexto de los
mecanismos de desregulacién que presentan las células cancerosas*, pero, ademas se ha
reportado la participacion de este factor transcripcional en el desarrollo de enfermedades
cardiovasculares®. Asi, corazones hipertréficos presentan niveles de expresion aumentados
de c-Myc y durante el remodelado cardiaco se regulan positivamente genes de expresion

rapida de programas fetales como c-Myc, c-Fos y c-Jun®.

En células renales la ausencia de la PC1 trae consigo un aumento de la expresion de
c-Myc® - ¥, sugiriendo que este mecanosensor puede inhibir, aunque sea parcialmente, la
expresion de dicho factor transcripcional y por tanto sus efectos en el crecimiento,

proliferacion e inhibicion de la apoptosis en las células del tejido quistico renal.

En el contexto de las patologias cardiacas, un supresor de c-Myc podria ser una

opcion terapéutica interesante y en este sentido la PC1 podria tener un papel clave.

Policistina-1, BIN1 y c-Myc

Se ha descrito que en la ADPKD y en modelos murinos mutados para el gen Pkd1,
los niveles proteicos y del transcrito de c-Myc estan regulados positivamente® =%, Por otra
parte, se ha reportado que la PC1 podria estar involucrada en la inhibicion del eje Wnt
canonico a través del clivaje de su cola C-terminal y la interaccion fisica de la misma con
B-catenina, resultando en una regulacién negativa de la cascada transduccional

Wnt/B-catenina/c-Myc™®.

De acuerdo con lo anterior existen evidencias de que la PC1 podria actuar como un
supresor de c-Myc en células renales; sin embargo, el papel de la PC1 sobre c-Myc en los

cardiomiocitos es desconocido.

Por otra parte, y si bien inicialmente BIN1 fue presentada como un supresor de

tumores a través de su interaccion con el N-terminal de c-Myc® " #?, se encuentra también
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descrito que c-Myc es capaz de regular negativamente la expresiéon de BIN1 en células

cancerosas®, sugiriendo asi la posibilidad de una relacion entre la PC1, c-Myc y BIN1.

En base a lo anterior, en esta tesis se postula que la PC1 regula positivamente la
expresion de BINT y/o sus isoformas en los cardiomiocitos, a través de la disminucién de la

expresion del factor transcripcional c-Myc.
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HIPOTESIS
La Policistina-1 induce la expresion de BINT y/o sus isoformas a través de la represion de la
expresion de c-Myc en los cardiomiocitos.
A) B)

PC1

— @D
@) END
L
*

P

Figura 1.- Esquema de la hipétesis. A) Policistina-1 regula positivamente la expresion de BINT por
medio de la supresiéon de c-Myc. B) La pérdida de Policistina-1 se relaciona con una expresion
disminuida de BIN1. Creado en biorender.com.

OBJETIVO GENERAL
Determinar el papel de la Policistina-1 en la expresién del factor transcripcional ¢c-Myc y su

relacion con la expresion de BINT y sus isoformas en los cardiomiocitos.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
1.- Determinar cambios en la expresion de c-Myc dependientes de PC1 en cardiomiocitos en

cultivo y en tejido cardiaco ventricular de ratones PC1 KO.

2.- Evaluar en cardiomiocitos en cultivo el papel de c-Myc en la expresion de BINT y sus

isoformas.

3.- Estudiar la relacion entre la PC1 y la expresion de BINT en cardiomiocitos en cultivo y en

tejido cardiaco de ratones PC1 KO.
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MATERIALES y METODOS

Reactivos

Pancreatina, 5'-bromo-2'-desoxiuridina, siPC1 y sic-Myc fueron provistos por Sigma-
Aldrich. PBS 1X, DMEM, M199, Suero fetal bovino, Suero equino, Penicilina/Estreptomicina
100X y H.O libre de RNAsas y DNAsas se obtuvieron de HyClone, GE Healthcare Life
Sciences. L-glutamina 200 mM y Opti-MEM fueron provistos por Gibco, ThermoFisher
Scientific. Oligofectamina, QuBit RNA HS Assay Kit y SYBR Green se adquirieron de
Invitrogen, ThermoFisher Scientific. Ad-FLM y Ad-Null se adquirieron de Vector Biolabs.
T-PER y BSA 2 mg/mL fueron provistos por ThermoFisher Scientific. cOmplete - Inhibitor
Cocktail Tablets y PhosSTOP - Phosphatase Inhibitor Cocktail Tablets se obtuvieron de
Roche, Sigma-Aldrich. Protein Assay Dye Reagent y iScript cDNA synthesis Kit se
adquirieron de Bio-Rad, en tanto el TRIsure y el cloroformo se adquirieron de Bioline y

Merck, respectivamente.

Animales
Se utilizaron ratones C57BL/6 de 9-12 semanas de vida, con un silenciamiento

selectivo para el gen de la Policistina-1 (Pkd1) especificamente en los cardiomiocitos,
(KnockOut para la PC1, PC1 KO). De acuerdo con lo descrito en la literatura®, estos
animales se obtuvieron a través de la cruza entre ratones modificados genéticamente para
portar un gen para la recombinasa Cre, cuya expresion es controlada por el promotor de la
cadena pesada de la a-miosina (a-MHC Cre) y ratones que poseen los alelos del gen Pkd1
flanqueados por sitios loxP (Pkd1%fx)  Como controles se usaron ratones C57BL/6
a-MHC Cre y/o ratones Pkd1foxflox,

Se utilizaron ademas ratas Sprague-Dawley neonatas de 1-3 dias de vida de ambos

sexos, para el aislamiento y cultivo de cardiomiocitos neonatos.

La mantencion y manipulacion de estos animales se realiz6 de acuerdo con las
normas éticas establecidas para animales de experimentacion (Guide for the care and use of
laboratory animals, National Institutes of Health, EE. UU., 2011). Proyecto aprobado por el
Comité de Bioética de la Facultad de Medicina de la Universidad de Chile
(CBA#0997/FMUCH y CBA#1099/FMUCH).
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Obtencidn de tejido ventricular desde ratones C57BL/6

Los ratones fueron expuestos a isoflurano calidad USP al 0,1 % (1 mg/L, dosis
correspondiente a la de eutanasia) en un recipiente de vidrio herméticamente sellado (Baxter
Healthcare). Una vez evidenciados signos de sedo-analgesia profunda se realiz6 la apertura
del térax para extraer el corazén completo. Posteriormente los ventriculos fueron separados
de las auriculas. El tejido ventricular fue congelado en nitrogeno liquido, triturado en un

mortero y almacenado a -80 °C hasta su uso posterior.

Cultivo de cardiomiocitos ventriculares de rata neonata

El aislamiento y cultivo de cardiomiocitos de rata neonata fue realizado de acuerdo
con lo descrito previamente”. En breve, los animales fueron decapitados, se extrajo
rapidamente los corazones y se procedid a la separacion de auriculas y ventriculos. El tejido
ventricular fue cortado previo a la digestion enzimatica con pancreatina a una concentracion
de 0,1 g/100 mL en PBS 1X. Las células obtenidas de la digestion fueron incubadas en una
placa de plastico durante 45 min en un ambiente de 5% CO. y 95% aire a 37 °C en
presencia de medio de plaqueo (DMEM/M199 4:1, suero fetal bovino 10%, suero equino 5%,
Penicilina:Estreptomicina 100 unidades/mL:100 pg/mL, L-glutamina 200 mM, 5'-bromo-2'-
desoxiuridina 100 pM) para separar los fibroblastos (adheridos al plastico) de los
cardiomiocitos (sobrenadante). Los cardiomiocitos obtenidos fueron contados en una
camara de Neubauer y posteriormente se sembraron en placas previamente recubiertas con
una monocapa de gelatina. El numero por sembrar fue determinado de acuerdo a las
condiciones experimentales y las placas se mantuvieron por 24 horas en medio de plaqueo.
Posterior a las 24 horas de incubacion, se realizé el lavado de las células con PBS 1X y
estas se mantuvieron en medio de mantencién (DMEM/M199 4:1, suero fetal bovino 10%,
Penicilina:Estreptomicina 100 unidades/mL:100 pg/mL y 5'-bromo-2'-desoxiuridina 100 pM)

hasta realizar los experimentos correspondientes.

Transfecciones y transducciones de los cardiomiocitos neonatos en cultivo

Para disminuir la expresion de la PC1 o del factor transcripcional c-Myc, los
cardiomiocitos fueron lipofectados con un siRNA con secuencia especifica para los mismos,
designados como siPC1 o sic-Myc, respectivamente. En breve, los cardiomiocitos se
transfectaron con 127 nM del siRNA correspondiente, en presencia de oligofectamina en
medio Opti-MEM. Como control, se utilizd un siRNA de secuencia no relacionada. Los
experimentos se terminaron a 24 y 48 h post transfeccién. La eficiencia de las transfecciones

se muestra en las Figuras 11, 12 y 13 del Anexo.
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Para sobreexpresar el C-terminal completo de la PC1 humana anclada a la
membrana, fue utilizado el vector adenoviral Ad-FLM. Como control de la transduccion se
utilizé un adenovirus vacio Ad-Null. En breve, los cardiomiocitos se transdujeron con un
MOI = 20 en medio de mantencion. Los experimentos se terminaron a 24 y 48 h post

transduccion.

Inmunoblot

Extraccion de proteinas

Para la obtencion de un lisado total de proteinas, tanto de muestras provenientes de
cardiomiocitos en cultivo como de tejido cardiaco ventricular, se utilizé el buffer de lisis
comercial T-PER (Tissue Protein Extraction Reagent) suplementado con el coctel inhibidor
de proteasas (cOmplete - Protease Inhibitor Cocktail Tablets) y fosfatasas (PhosSTOP —
Phosphatase Inhibitor Cocktail Tablets). Los lisados celulares obtenidos fueron centrifugados
a 8.000 x g durante 8 minutos a 4 °C para la obtenciéon de un sobrenadante al cual se le

determind la concentracion de proteinas por medio del método de Bradford.

Cuantificacion de la concentracion de proteina

La cuantificacion de las proteinas, tanto de muestras provenientes de cardiomiocitos
en cultivo como de tejido cardiaco ventricular, fue realizada con el kit Protein Assay Dye
Reagent (Bio-Rad) segun las indicaciones del fabricante. Se realizé una curva de calibracion
(Absorbancia vs. Concentracion en ug/uL) usando como estandar proteico Albumina de
Suero Bovino (Bovine Serum Albumin, BSA), siendo medida la absorbancia a una longitud

de onda de 595 nm en el lector de placa Sunrise (Tecan).

Electroforesis y deteccioén de la senal quimioluminiscente
Los lisados proteicos obtenidos, fueron separados por medio de una electroforesis en

gel de poli-acrilamida/bis-acrilamida con dodecilsulfato sddico en condiciones denaturantes,
a través de un campo eléctrico (Mini-PROTEAN Tetra Cell, Bio-Rad).

Posterior a la separacién electroforética las proteinas fueron transferidas a una
membrana de PVDF (Immobilon-PS®, Milipore), la cual se bloque6 durante 1 h a t° ambiente
con una solucion de BSA o leche descremada en polvo (Non Fat Dry Milk, NFDM) 5% en
TBS-Tween 0,2 % (TBST) y posteriormente se incubd con el anticuerpo primario de interés
(Tabla 1) a 4 °C toda la noche o 1 h a temperatura ambiente. La membrana se expuso a

solucién de lavado (TBST) y posteriormente se incubd con un anticuerpo secundario
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conjugado a la peroxidasa del rabano. La sefal quimioluminiscente fue detectada por el
imager Chemidoc XRS System (Bio-Rad) o el imager C-DiGit Blot Scanner (LI-COR).

Analisis densitométrico y cuantificacion de la seial quimioluminiscente
Se realiz6é un analisis densitométrico de las bandas correspondientes por medio del

software ImagelLab versién 6.0.1 (Bio-Rad). El contenido proteico se expresé como la razén
de la senal densitométrica de la proteina de interés sobre la sefial densitométrica del

GAPDH (utilizado como control de carga).

Extraccion de RNA y RT-qPCR

Extraccion del RNA celular total

Para la obtencién del RNA total, tanto de muestras provenientes de cardiomiocitos en
cultivo como de tejido cardiaco ventricular, se realizé una extraccion por medio del método
del tiocianato de guanidinio-fenol-cloroformo. En breve, se uso el reactivo TRIsure para
obtener un lisado al cual se le adicioné cloroformo. Se centrifugaron las muestras a 12.000 x
g por 12 minutos a 4 °C para la obtencion de tres fases. Se obtuvo la capa superior acuosa y
se precipitd el RNA total por medio de isopropanol a -80 °C durante toda la noche.
Posteriormente, las muestras se centrifugaron a 12.000 x g por 12 minutos a 4 °C para la

obtencion del pellet de RNA, el cual fue lavado con etanol al 75%.

Cuantificacion del RNA celular total
La cuantificacion del RNA, tanto de muestras provenientes de cardiomiocitos en

cultivo como de tejido cardiaco ventricular, se realizé con el kit QuBit RNA HS Assay segun

las indicaciones del fabricante.

Sintesis de cDNA - Reaccion de Transcripcion Reversa
Se utiliz6 150 ng de RNA de cada muestra para la reaccién de Transcriptasa

Reversa, usando el kit iScript cDNA synthesis (Bio-Rad) segun las indicaciones del
fabricante. EI DNA complementario (complementary DNA, cDNA) se diluyé 10 veces con
H.O libre de RNAsas y DNAsas.

qPCR
Para la semicuantificacion del transcrito de c-Myc, BIN1 y 18S rRNA (utilizado como

housekeeping), se usod el reactivo SYBR Green (Invitrogen) y partidores especificos
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(Tabla 2). Las abundancias relativas de los transcritos fueron calculadas por medio del
método del AACH.

Calculo de las abundancias relativas de las isoformas de BIN1

Para detectar las isoformas de BIN71 se generaron partidores especificos que unen
los exones de interés (12 y 13,17y 18,12y 17, 12 y 18). El ensayo A usa la union del exén
12 y 13 para detectar BIN1+13 y BIN1+13+17; el ensayo B usa la unién del exén 17 y 18
para detectar BIN1+17 y BIN1+13+17; el ensayo C usa la union del exon 12 y 17 para
detectar solamente BIN1+17 y el ensayo D usa la unidn del exdon 12 y 18 para detectar la
variante mas pequefia, BIN1. Los niveles de expresion de las isoformas cardio-especificas
se derivan de la resta de los ensayos B-C, para obtener BIN1+13+17 y de la resta de los

ensayos A-(B-C) para la obtencion de BIN1+13, de acuerdo con lo descrito previamente™.

Anidlisis estadistico

Para la comparacion de las medias de dos grupos experimentales se utilizé un t-Test
no pareado, en tanto que, para la comparacion de las medias de mas de dos grupos
experimentales, fue utilizado un ANOVA de una via, seguido de un post test de Tukey.
Las diferencias entre grupos se consideraron significativas a un valor p<0,05. Los datos se

analizaron y graficaron con el software GraphPad Prism version 8.0.

Tabla 1.- Anticuerpos y condiciones experimentales utilizadas.

DILUCION | AGENTE BLOQUEANTE | PROVEEDOR
ANTICUERPO

Anti-c-Myc 1:1.000 BSA 5%/TBST 0,2% Cell Signaling

Anti-GAPDH 1:40.000 | BSA o NFDM 5%/TBST 0,2% | Sigma-Aldrich
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Tabla 2.- Secuencia de partidores.

PARTIDOR

SECUENCIA (5’ a 3)

c-Myc Forward

AGCCCCTAGTGCTGCATGA

c-Myc Reverse

TCCACAGACACCACATCAATTTC

BIN1 Total Forward AGTGCGTCCAGAATTTCAAT
BIN1 Total Reverse GCTTCGTGCATGGCTTTAAC
BIN1_12_13 Forward | CCATCTCAGCTCCGGAAAGG
BIN1_12_13 Reverse | TCTCAGGGACAAATGCGTCA
BIN1_17_18 Forward | GGAGACAGCAGCCAGTGAAG
BIN1 17 18 Reverse CGCCATTCACAGTTGCTGA
BIN1_12_17 Forward | AAAGGGAACAAGAGCCCTTC
BIN1_12_17 Reverse TTCACTGGCTGCTGTCTCC
BIN1_12_18 Forward | GGGCTACCAT CCCCAAGTCC
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BIN1_12_18 Reverse CGCCATTCACAGTTGCTGAG
18S rRNA Forward CGGACAGGATTGACAGATTG
18S rRNA Reverse CAAATCGCTCCACCAACTAA

RESULTADOS

1. La expresion deficiente de la Policistina-1 (PC1) produce un aumento de la
expresion del factor transcripcional c-Myc

Para determinar si la PC1 esta implicada en la regulacion de la expresion de c-Myc,

se estudiaron los niveles proteicos de este factor transcripcional por medio de inmunoblot,

en muestras de cardiomiocitos knockdown para la PC1 (siPC1) y en muestras de tejido

ventricular de ratones PC1 KO. Los niveles del mRNA de la PC1 en los cardiomiocitos

transfectados se muestran en la Figura 11 del anexo.

Nuestros resultados indican que mientras los cardiomiocitos siPC1 presentan un

aumento en los niveles proteicos de c-Myc, no se aprecian cambios estadisticamente

significativos en los animales PC1 KO de tres meses (Figura 2A y B, respectivamente).

Por otra parte, los niveles proteicos de c-Myc aumentan en ratones PC1 KO de 5y 7 meses

(Figura D y E del anexo).
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Figura 2.- Efecto de la deficiencia de PC1 sobre los niveles proteicos de c-Myc. Niveles proteicos
de c-Myc en: A) cardiomiocitos de rata neonata transfectados (siPC1) durante 24 h (n = 5) y B) tejido
cardiaco ventricular de ratones PC1 KO de 3 meses (n = 6). Para el analisis estadistico se utilizé un
t-Test no pareado. Los resultados se expresan como promedio + SEM; * p<0,05 vs. Control.

Para determinar si la regulacion positiva de los niveles proteicos de c-Myc es
dependiente de cambios en los niveles de mMRNA, se cuantifico la abundancia relativa de su

transcrito por medio de RT-qPCR.

Nuestros resultados indican que los cardiomiocitos siPC1 presentan un aumento en
los niveles del transcrito de c-Myc. Por otra parte, no se aprecian cambios estadisticamente

significativos en el tejido cardiaco de los animales PC1 KO (Figura 3A y B, respectivamente).
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Figura 3.- Efecto de la deficiencia de PC1 sobre los niveles del transcrito de c-Myc. Niveles del
transcrito de c-Myc en: A) cardiomiocitos ventriculares de rata neonata transfectados (siPC1) durante
24 h (n = 9-11) y B) tejido cardiaco ventricular de ratones PC1 KO de 3 meses (n = 9). Para el analisis
estadistico se utilizd un t-Test no pareado. Los resultados se expresan como promedio + SEM,;
* p<0,05 vs. Control.

2. La sobreexpresion de la cola C-terminal de la PC1 (PC1-CTT) produce una
regulacién negativa del factor transcripcional c-Myc

Para corroborar si la PC1 pudiera funcionar como un supresor de la expresion de
c-Myc, cardiomiocitos neonatos en cultivo se transdujeron con un adenovirus para

sobreexpresar la cola C-terminal de la PC1 (Ad-FLM) y se estudiaron los cambios en los
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niveles proteicos y de mRNA de c-Myc. La sobreexpresion de la cola C-terminal de la PC1

bajo las condiciones utilizadas ha sido previamente reportada por nuestro laboratorio®.

Se realizé un pool de controles tanto a 24 como a 48 h para realizar la comparaciéon
entre grupos experimentales. Nuestros resultados indican que los cardiomiocitos que
sobreexpresan la cola C-terminal de la PC1, presentan una tendencia a la disminucion de
los niveles proteicos de c-Myc 24 h post transduccion, la que se vuelve significativa a las 48
h (Figura 4A). No se observaron cambios en los niveles del mRNA de c-Myc a las 24 h post

transduccioén (Figura 4B). No se realizaron medidas del mRNA a las 48 h post transduccion.
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Figura 4.- Efecto de la sobreexpresion de PC1-CTT sobre los niveles proteicos y del transcrito
de c-Myc. A) Niveles proteicos de c-Myc en cardiomiocitos ventriculares de rata neonata transducidos
(Ad-FLM) durante 24 h y 48 h (n = 5). B) Niveles del transcrito de c-Myc en cardiomiocitos
ventriculares de rata neonata transducidos (Ad-FLM) durante 24 h (n = 5). Para el analisis estadistico
se utilizé un ANOVA de una via seguido de un post test de Tukey o un t-Test no pareado, segun
correspondiere. Los resultados se expresan como promedio + SEM; * p<0,05 vs. Control.

Estos resultados en su conjunto sugieren que la PC1 actua como un supresor de la
expresion de c-Myc en los cardiomiocitos.
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3. La expresion deficiente de c-Myc modula la expresién de las isoformas de BIN7
Para determinar si c-Myc pudiese regular la expresion de BIN7, se estudiaron los

cambios del mRNA total de BINT por medio de RT-gPCR en cardiomiocitos knockdown para

c-Myc (sic-Myc). En las Figuras 12 y 13 de la seccion Anexos, se muestran los niveles de

mRNA y proteina de c-Myc en los cardiomiocitos lipofectados.

Nuestros resultados indican que los cardiomiocitos sic-Myc no presentan un cambio

en los niveles totales de mRNA de BINT (Figura 5).

& 1.5+
¥
8 104 —— Figura 5.- Efecto de la deficiencia de c-Myc sobre los
< niveles totales del transcrito de BIN7. Niveles totales
- del mRNA de BIN7 en cardiomiocitos ventriculares de
E rata neonata transfectados (sic-Myc) durante 24 y 48 h
2 0.5 (n = 4-5). Para el analisis estadistico se utilizo6 ANOVA de
" una via seguido de un post test de Tukey. Los resultados
E se expresan como promedio + SEM.

0.0

L]
Control  sic-Myc  sic-Myc

24 h 48 h

Considerando que c-Myc también es un regulador del proceso de splicing alternativo,
determinamos si este factor transcripcional podria modular la expresion de las isoformas de
BIN1. Para ello se determinaron los niveles de los transcritos de las formas ubicuas de BIN1
(BIN1 y BIN1+17) y de las formas especificas de tejido cardiaco (BIN1+13 y BIN1+13+17).

Nuestros resultados muestran que los cardiomiocitos sic-Myc no presentan cambios
en el contenido de mRNA de la isoforma pequefia BIN1 (Figura 6A); sin embargo, presentan
una disminucion en los niveles del transcrito de BIN1+17, a partir de las 24 h de transfeccion
(Figura 6B). En cuanto a las isoformas cardio-especificas, mientras se aprecia un aumento
de los niveles del transcrito de BIN1+13 a las 48 h post transfeccion (Figura 6C), se observa

una disminucion del mRNA de BIN1+13+17 desde las 24 h post transfeccion (Figura 6D).
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Figura 6.- Efecto de la deficiencia de c-Myc sobre los niveles de los transcritos de las
isoformas de BIN1. Niveles del transcrito de las isoformas ubicuas: A) BIN1 (n = 4-5) y B) BIN1+17
(n = 4-5) y de las isoformas cardio-especificas: C) BIN1+13 (n = 3-5) y D) BIN1+13+17 (n = 4-5) en
cardiomiocitos ventriculares de rata neonata transfectados (sic-Myc) durante 24 h y 48 h. Para el
analisis estadistico se utilizé un ANOVA de una via seguido de un post test de Tukey. Los resultados
se expresan como promedio = SEM; * p<0,05 vs. Control.

El conjunto de estos resultados sugiere que c-Myc es capaz de modular la
distribucion de las isoformas de BIN1 en los cardiomiocitos, sin alterar los niveles totales del
mRNA del gen.
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4. La expresion deficiente de PC1 modula la expresién de las isoformas de BIN1
Para determinar si la PC1 pudiere modular la expresiéon de BIN1, se estudiaron los
cambios del mRNA total de BINT por medio de RT-qPCR en cardiomiocitos knockdown para
PC1 (siPC1). Nuestros resultados indican que los cardiomiocitos siPC1 no presentan
cambios en los niveles totales de mMRNA de BINT a las 24 h post transfeccion (Figura 7). No
se realizaron detecciones de BIN7 a tiempos mas largos de transfeccién; sin embargo, esto
podria representar una limitante en cuanto al tiempo requerido para observar cambios en los

transcritos del gen BIN1.
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Para determinar si la PC1 regula la expresion de las isoformas de BIN1, se
determinaron los niveles de los transcritos tanto de las isoformas ubicuas como de las
isoformas especificas de tejido cardiaco 24 h post transfeccién con un siRNA para PC1
(siPC1).

Nuestros resultados indican que los cardiomiocitos siPC1 no presentan cambios en
los niveles del transcrito de BIN1 ni BIN+17 (Figura 8A y B, respectivamente). En cuanto a
las isoformas cardio-especificas, a pesar de observarse una tendencia al aumento de los

niveles de la isoforma BIN1+13, no se aprecian diferencias significativas (Figura 8C). Por
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ultimo, la disminucién de la PC1 en los cardiomiocitos se relaciona a una disminucion de los

niveles de la isoforma BIN1+13+17 (Figura 8D) con respecto al grupo control.
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Figura 8.- Efecto de la disminucién de la PC1 en los cardiomiocitos sobre los niveles de los
transcritos de las isoformas de BIN7. Niveles del transcrito de las isoformas ubicuas: A) BIN1
(n = 8) y B) BIN1+17 (n = 4) y de las isoformas cardio-especificas: C) BIN1+13 (n = 3) y
D) BIN1+13+17 (n = 3), en cardiomiocitos ventriculares de rata neonata transfectados (siPC1) durante

24 h. Para el analisis estadistico se utilizdé un t-Test no pareado. Los resultados se expresan como
promedio + SEM; * p<0,05 vs. Control.
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5. La sobreexpresion de PC1-CTT modula la expresion de las isoformas de BIN1

Para corroborar si la PC1 modula positivamente la expresién de BIN1, se estudiaron
los cambios del mRNA total de BIN1 por medio de RT-gPCR en cardiomiocitos que
sobreexpresan la cola C-terminal de la PC1 (Ad-FLM). Nuestros resultados indican que 24 h
post transduccion con el adenovirus, los cardiomiocitos no presentan cambios en los niveles
totales de mRNA de BIN1 (Figura 9).
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En cuanto al contenido de mRNA de las isoformas de BIN7, nuestros resultados
mostraron que la sobreexpresién de la cola C-terminal de la PC1 no induce cambios en los
niveles de la isoforma ubicua BIN1, pero si promueve la disminucién de los niveles del
transcrito BIN+17 (Figura 10A y B, respectivamente). Con respecto a las isoformas cardio-
especificas, se aprecia un aumento de los niveles del transcrito BIN1+13 y una disminucion

de los niveles BIN1+13+17 (Figura 10C y D, respectivamente).
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Figura 10.- Efecto de la sobreexpresion de PC1-CTT sobre los niveles de los transcritos de las
isoformas de BIN1. Niveles del transcrito de las isoformas ubicuas de: A) BIN1 (n = 5) y B) BIN1+17
(n = 4), y las isoformas cardio-especificas: C) BIN1+13 (n = 3-5) y D) BIN1+13+17 (n = 4), en
cardiomiocitos ventriculares de rata neonata transducidos (Ad-FLM) durante 24 h. Para el analisis
estadistico se utilizd un t-Test no pareado. Los resultados se expresan como promedio + SEM,;
* p<0,05 vs. Control.

Estos resultados en su conjunto son sugerentes de que la PC1 es capaz de modular
la distribucién de las isoformas de BIN1 en los cardiomiocitos sin alterar los niveles totales
del mRNA de este gen.

Tabla 3.- Resumen de resultados obtenidos en las diferentes condiciones

experimentales.

Proteina | mRNA MmRNA isoformas

Condicién c-Myc | c-Myc Condicién | BIN1 | BIN1+17 | BIN1+13 | BIN1+13+17

siPC1 1 1 sic-Myc = NE 1t NE
PC1-CTT NP = siPC1 = = = N
PC1KO 3
meses
PC1KO5
meses
PC1KO7
meses

= = PC1-CTT = J ) N2
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DISCUSION

En el presente trabajo se investigd el papel de la proteina Policistina-1 (PC1) en los
cardiomiocitos, como un regulador tanto de la expresion de c-Myc como de BIN1. Se postuld
que la PC1 podria actuar como un regulador positivo de BINT por medio de la supresion de
c-Myc. El conjunto de nuestros datos sugiere que: a) la PC1 es un regulador negativo de la
expresion de c-Myc en cardiomiocitos de rata neonata y en corazones de ratones de 5y 7
meses, b) c-Myc es capaz de modular la expresion diferencial de las isoformas de BINT, c)
los cambios en los niveles de expresion de la PC1 regulan de manera diferencial la

expresion de las isoformas de BIN1, semejante a la expresion regulada por c-Myc.

PC1 como supresor de c-Myc

La PC1 es una proteina integral de membrana con capacidad de regular diferentes
factores de transcripcion y vias de sefalizacidon. Previamente se ha descrito que la PC1
suprime al factor transcripcional c-Myc en células de la musculatura lisa vascular, lo cual

previene el cambio fenotipico de estas células, de contractiles a secretoras durante la
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diseccion aortica®®. Se ha demostrado ademas que el dominio C-terminal de la PC1 es capaz
de sufrir al menos dos cortes proteoliticos, generandose fragmentos que translocan al
nucleo y ejercen regulacion transcripcional directa al unirse fisicamente con factores
transcripcionales: un fragmento de ~17 kDa interactia con STAT3, STAT6 y el coactivador
p100, mientras otro fragmento de ~35 kDa previene interacciones entre TCF y CHOP con el
coactivador p300*. Mas aun, la sobreexpresion de la cola C-terminal de la PC1 puede

actuar directamente sobre STAT3*® o via fragmentos solubles que translocan al nucleo.

Nuestros datos indican que la disminucidon de la expresion de la PC1 en los
cardiomiocitos neonatos es un estimulo que induce un aumento tanto de los niveles
proteicos como del transcrito de c-Myc, sugiriendo que la regulacion positiva de c-Myc es
dependiente del contenido de su mRNA. Se aprecia, ademas, una tendencia al aumento de
la expresion de c-Myc en los ratones PC1 KO, sin que estos cambios sean estadisticamente
significativos. Aun asi, el transcrito de c-Myc esta aumentado en tejido cardiaco ventricular
de ratones PC1 KO adultos de 5y 7 meses (Figura 14 y 15), lo cual sugiere que la proteina
c-Myc podria estar relacionada con el progreso de la pérdida de la funcién cardiaca que
presenta este modelo murino, lo anterior se ha evidenciado en modelos adultos de
hipertrofia cardiaca, en donde
c-Myc es un agente capaz de producir un aumento del tamafio del cardiomiocito y cambios a

nivel de expresion génica®.

Ademas de lo anterior, la sobreexpresion de la cola C-terminal de la PC1 redujo los
niveles proteicos de c-Myc, confirmando el papel de la PC1 en la regulacién negativa de la

expresion de este factor transcripcional.

Si bien hasta el momento no se encuentra descrito la via a través de la cual la PC1
podria regular la expresion de c-Myc, se encuentra reportado que el C-terminal de la PC1
posee un sitio de union a proteina G*, la cual es sumamente importante en la sefalizacion
de este mecanosensor, por lo que la supresién de c-Myc podria deberse a una via
transduccional dependiente de esta proteina G. Por otra parte, la Policistina-1 es capaz de
inhibir la via Wnt/B-catenina'®?, la cual tiene como sustrato rio abajo a c-Myc, por medio de
la interaccion de la cola C-terminal a nivel de la proteina TCF, evitandose de esta manera la
activacion de B-catenina por medio del coactivador TCF y la consiguiente elevacion tanto de
los niveles proteicos como del transcrito de c-Myc. Actualmente se desconoce si la
activacion de la via Wnt/B-catenina por medio de PC1 depende de la activacion de una

proteina G trimérica.
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El conjunto de nuestros datos sugiere que la PC1 funciona como un supresor de
c-Myc en los cardiomiocitos y que la supresion es al menos en parte, ejercida por la cola
C-terminal de la PC1. Estos resultados estan en concordancia con la literatura, en la cual se
ha descrito ampliamente que en células renales la PC1 es un supresor de c-Myc, tanto en
modelos murinos de ADPKD, como en tejido renal quistico de pacientes humanos con

mutacién del gen PKD 1373839,

c-Myc como modulador del splicing de BIN7

c-Myc es un conocido factor transcripcional implicado en la pérdida de la
diferenciacion, en el crecimiento celular, en la proliferaciéon y en la apoptosis, y en este
contexto, se ha evidenciado que este factor transcripcional posee la capacidad de

interactuar con la proteina BIN12%41:42,

Nuestros resultados indican que si bien los cardiomiocitos knockdown para c-Myc no
presentan cambios en los niveles totales del mRNA de BIN1, si presentan cambios en la
distribucién de algunas isoformas de esta proteina, en particular, la regulacion negativa de
c-Myc produce una disminucidn de los transcritos de BIN1+17 y BIN1+13+17 y una
regulacion positiva de BIN1+13, sin apreciarse cambios en la isoforma mas pequefia, BIN1.
Estos datos sugieren que c-Myc podria actuar como un regulador del splicing de BINT en los

cardiomiocitos.

En la literatura reciente se ha descrito que c-Myc posee la capacidad de regular
proteinas involucradas en la maquinaria del splicing en células cancerosas, lo cual regula la
expresion de genes como PKM1 y PKM2, afectando la razén de sus productos celulares
Piruvato Kinasa 1 y Piruvato Kinasa 2%'. Por otra parte, en el modelo de ratones Eu-Myc,
c-Myc facilita el splicing mediante la regulacion positiva de la proteina arginina
N-metiltransferasa 5, la cual metila al factor de empalme rico en serina/arginina 1, proteina
encargada de la regulacion del splicing*®. Ademas de este regulador, c-Myc induce
directamente la expresion de otros factores de empalme alternativos como la proteina
tirosina fosfatasa-B y la ribonucleoproteina nuclear heterogénea A1/A2, factores que median

el potencial oncogénico de c-Myc*"*°,

En su conjunto estos hallazgos demuestran que c-Myc regula varias proteinas
involucradas en el splicing, por lo tanto, podria afectar también la maduracion de BIN1, como

sugieren nuestros resultados.
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Policistina-1 como regulador del splicing de BIN1

La PC1 es una proteina mecanosensora clave para la fisiologia cardiaca® 2.
Previamente se ha demostrado que esto podria deberse, aunque sea en parte, a que la PC1
es necesaria para mantener los niveles proteicos fisiologicos del LTCC, clave para la
contractilidad cardiaca? - “. Considerando que para evitar la degradacion de este canal es
crucial la correcta formacién de los tubulos-T y que ésta depende principalmente de la
expresion de BIN1, en esta tesis se planted estudiar sila PC1 era capaz de modular a nivel

transcripcional el gen BIN1 en los cardiomiocitos.

Mientras en el modelo de ratones PC1 KO (9-12 semanas de vida) se observa una
disminucion del contenido total de BINT en el tejido cardiaco (resultados no mostrados y no
publicados), los cardiomiocitos knockdown para PC1 no presentan cambios en la cantidad
total del mMRNA de BIN1. Esto podria deberse tanto a la eficiencia de la transfeccién, como a
los tiempos empleados para medir los cambios posteriores a la técnica. A pesar de lo
anterior, nuestros datos mostraron una disminucion del transcrito de BIN1+13+17, sin
cambios estadisticamente significativos en las otras isoformas de BIN1. Sorprendentemente,
estos cambios en la distribucion de las isoformas de BIN17, son similares a los encontrados
en los cardiomiocitos que sobreexpresan la cola C-terminal de la PC1. Esto podria deberse
a que un desbalance del contenido fisiolégico de la PC1 ya sea por un aumento o una

disminucion de su expresion, puede derivar en el mismo efecto rio abajo.

De hecho, en el contexto de la ADPKD se postula que existe un rango optimo del
contenido de las proteinas PC1 y PC2, que permiten una regulacion estequiométrica
correcta, por tanto, la disminucién de PC1, asi como su aumento podrian regular las mismas
vias de senalizacion, concluyendo este fendmeno en la cistogénesis caracteristica de esta
enfermedad®® 3.

Por ultimo, es de notar que ya sea disminuyendo la expresion de c-Myc o PC1 con
un siRNA o sobreexpresando el C-terminal de la PC1, se observa una disminucién de la
isoforma BIN1+13+17, la cual es una de las principales isoformas implicadas directamente
en la formacién de los tubulos-T y de los microplegamientos que determinan su
ultraestructura y la cual, es fundamental para la correcta contracciéon de los cardiomiocitos.
Esto podria sugerir, por tanto, el papel crucial que la PC1 podria tener en la formacion de los
tubulos-T.

En este trabajo se ha demostrado que tanto la regulacion negativa de PC1 o la

regulacién positiva de la cola C-terminal de la misma, modulan la distribuciéon de las
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isoformas de BIN1. Por otra parte, la regulacion negativa de c-Myc también produce el
mismo efecto sobre el gen BIN1, sugiriendo que estas moléculas se encuentran

relacionadas en la respuesta celular observada.

CONCLUSIONES

- La Policistina-1 puede actuar como un supresor de c¢c-Myc en cardiomiocitos de rata
neonata en cultivo, regulando negativamente tanto los niveles proteicos como del transcrito

de este factor transcripcional.

- c-Myc modula la expresién diferencial de las isoformas de BINT en los cardiomiocitos de

rata neonata en cultivo, sin producir cambios en los niveles totales del transcrito.

- La Policistina-1 puede modular la expresién diferencial de las isoformas de BIN7 en los
cardiomiocitos de rata neonata en cultivo, sin producir cambios en los niveles totales del
transcrito. Este efecto es producto del desbalance fisiolégico de este mecanosensor, es

decir, tanto su regulacién negativa como positiva podrian producir este efecto sobre BIN1.

- La PC1 regula la expresién de las isoformas de BINT a través, aunque sea en parte, de la

regulacion negativa del factor transcripcional c-Myc.
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PROYECCIONES

- Realizar estudios para determinar la relacion de c-Myc con el progreso de la patologia
cardiaca en ratones PC1 KO. Para ello se propone cuantificar los niveles proteicos de c-Myc
en ratones de 5y 7 meses. Se espera observar una relacion entre los niveles de expresion

de c-Myc y el progreso de la insuficiencia cardiaca en los ratones PC1 KO.

- Estudiar si la regulacién del nivel proteico de BIN1 depende de la regulacion del nivel de
MmRNA, para lo que se propone cuantificar los niveles proteicos de BIN1 en células
transfectadas (siPC1 y sic-Myc) y células transducidas con la cola C-terminal de la PC1
(Ad-FLM).

- Determinar si el mecanismo molecular por el cual la PC1 ejerce supresién de la expresion
de c-Myc requiere del sitio de unién a proteina G trimérica de la misma. Para ello se propone
sobreexpresar el C-terminal de la PC1 mutado en el sitio de reconocimiento de Proteina G,
por medio de un vector adenoviral, de esta manera se podra determinar si la supresion de

c-Myc por medio de PC1 esta mediada por una Proteina G o si es independiente de la
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misma. Ademas, se propone realizar una inmunoprecipitacion con un inmunoblot posterior

para determinar si PC1-CTT puede interactuar fisicamente con c-Myc.

- Esclarecer si el desbalance de los niveles proteicos de c-Myc esta involucrado en la
modulacion de las isoformas de BIN1, por lo que se propone la sobreexpresion de c-Myc por

medio de un vector adenoviral, para cuantificar las isoformas de BINT.
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Figura A.- Niveles de mRNA del gen de la PC1 en cardiomiocitos knockdown para PC1. Niveles
del transcrito de Pkd1 en cardiomiocitos ventriculares de rata neonata transfectados (siPC1) durante
24 h (n = 7-10). Para el analisis estadistico se utilizd un t-Test no pareado. Los resultados se
expresan como promedio + SEM; * p<0,05 vs. Control.
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Figura B.- Niveles del contenido de mRNA de c-Myc en cardiomiocitos knockdown para dicho
factor transcripcional. Niveles del transcrito de c-Myc en cardiomiocitos ventriculares de rata
neonata transfectados (sic-Myc) durante 24 y 48 h (n = 5). Para el analisis estadistico se utilizd un
ANOVA de una via seguido de un post test de Tukey. Los resultados se expresan como promedio
+ SEM; * p<0,05 vs. Control.
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Figura C.- Niveles proteicos de c-Myc en cardiomiocitos knockdown para dicho factor
transcripcional. Niveles proteicos de c-Myc en cardiomiocitos ventriculares de rata neonata
transfectados (sic-Myc) durante 24 h (n = 4). Para el analisis estadistico se utilizé un t-Test no
pareado. Los resultados se expresan como promedio + SEM; * p<0,05 vs. Control.
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Control PC1 KO

Figura D.- Efecto de la deficiencia de PC1 sobre los niveles del transcrito de c-Myc en ratones
PC1 KO de 5 meses de edad. Niveles del transcrito de c-Myc en tejido cardiaco ventricular
(n = 3). Para el analisis estadistico se utilizé un t-Test no pareado. Los resultados se expresan como
promedio £ SEM; * p<0,05 vs. Control.

c-Myc mRNA / 185 rRNA

Control PC1 KO

Figura E.- Efecto de la deficiencia de PC1 sobre los niveles del transcrito de c-Myc en ratones
PC1 KO de 7 meses de edad. Niveles del transcrito de c-Myc en tejido cardiaco ventricular
(n = 9-12). Para el andlisis estadistico se utilizd un t-Test no pareado. Los resultados se expresan
como promedio + SEM; * p<0,05 vs. Control.
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