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Resumen

El mitógeno Sonic hedgehog (Shh) pañic¡pa en el desarrollo del Sistema

iriervioso Cerrirai (SiriC), jugancio un roi ciave en ia proiiferación cie

progenitores neurales, entre otros. C-myc es un potente proto-oncogen y

reguiacior dei crecirrrienio rjurante ei desarroiio. Recieniemenie, icierriiiica rrtt-¡s a

c-myc como irn blanco putat¡vo de Ia vía de señalización Shh/Gl¡, mediante

ensayos oe microatregios cje HRiti.

EI objetivo de este trabajo es determinar si la vía de señalización Shh/GIi regula

ia expresión de c-nryc a iravés cie aciiviciaci iranscripcionai Gii en ei promotor

de c-myc. Análisis bioinformáticos predicen la existencia de secuencias de

unión a Gii en ¡os p'omoiores oe c-rrlyc tanro en pez cei..rra como en ralórl.

Embriones de peces mutantes para componentes de la vía de señalizaciÓn

Shiric¡i rnuesi.an expresión cie c-myc reciucicia en ei SNC, especiairrrerrte en ei

tectum óptico y et ojo en desarrollo. Mediante ensayos de inmunoprecipitación

<je cromatina (ChiF) Íue posibie observar unión cie proteínas Giii y Gii3 a una

región 5,9kb río arriba del sitio de inicio de la transcripciÓn en neocorteza

en¡brionaria cie ratón cie i8,5 cjías cie edaci. Experinrentos cie ganancia y

pérdida de función farmacológicas muestran variaciorres en los niveles de

expresión cie c-myc, tanio en expiantes cie neocorteza como en una iínea

celular. Esta región de 5,9kb, sin embargo, no es suficiente pará prcmover

expresión cje un cc¡nsirucÍo reportero iuciÍerasa.
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Abstract

The mitogen Sonic hedgehog (Shh) participates in the development of the

Centrai iriervous SysLem lCiiS). piaying a cer¡i¡ai roie in neutai progerlilor

protiferation. C-myc is one of the most potent proto-oncogenes and growth

reguiaiors ciuring cieveioprne¡ri. 'v've recentiy icjeniiiierj o+rryc tirtough microarray

screenings as a novel target gene of the Shh pathway.

The aim oÍ ihis work is to oetermine wheiirer iile Shh signaiing paihway ciireciiy

reguiates c-rnyc expression through Gli transcription factor activity in the c-myc

promoler . 6ioiníormatic anaiysis preciicrs Gii-binciing sequences in the c-myc

promoter in both zebrafislr and mouse. Zebrafish mutant embryos for ShhiGli

pathway componenís show reo'uceci c-lnyc expression in ihe CiiS, speciíicaiiy

the tectunr and the eye. Through chromatin immunoprecipitation (ChlP)

expetirrrenis conducieci in rnouse embryon¡c ciay 16.5 rieocottex, we show ¡n-

vivo binding of Glil and Gli3 proteins to a region 5 9kb upstream of the

iranscriprion siaft s¡ie oÍ c-myc. ShhiGii pharmacoiogicai ioss- ano gain-of-

function affects c-myc expression in explants from the same t¡ssue, and also itr

Shir-responsive íibrobiasis. This 5.9kb regior'r, irowever, is nc.¡t suííiciei-ri io

promote expression of a luc¡ferase reporter construct. Further wide-spectrum

anaiyses (iike ChiF-Seq) rnight sheci iigi'rt uver ¡roir-canonicai aciive sites.
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lntroduceién

Ei ciesarroiio embrionario es un proceso que coniemBla ia seeuer¡eia

coordinada de una serie de eventos tanto genéticos como epigenéticos. que

iienen eomo eonseeuencia ia conformacién cie un organismo

La actividad génica es consecuencia de una integración de señales a

nivei ceiuiar. señales tanto intrínsecas eomo exirínsecas. La variedaci cie

señales y su participación dentro del cuadro completo de las respuestas

ceiulares cont¡nLran siencjo anaiieadas de manera exhaustiva para poger iográr

un mayor entendimiento de los procesos de crec¡m¡ento y proliferación de las

céiuias eucariontes Dentro cje estas señaies pociemos eiesiaear aigunas, como

son las proteínas secretadas y las interacciones celula-célula. La integración de

esros eveRtos cie señaiización moiecr.riar liene como resultacio un esiacio

celular, consecuente con las condiciones amb¡entales e intrínsecas de la

céiuia. Exisien vías de señaiizaeión, conservaoas en las céiuias eucarionies,

que cumplen roles s¡milares durante el desarrollo embrionario y el crec¡miento.

Una cie estas es ¡a vÍa de señaiizacién de Sonic hecigehog (Shh)lGii.



Sonie hedqehoq y sus iunciones en el desarroilo

Ei gen heogeñog (iiir) fue iniciainrenie ioeniificaoo en Drosophiia

melanogaster, en el contexto de una búsqueda de mutacjones con fenotipos en

ei patrón corporai y polariciao cie segmentos embrionarios (Nússiein-Voiharci

and Wieschaus, 1980). Posteriormente fue relacionado también con el

esrabiecimiento cie palrones en ios eiiseos imaginaies Se enconlró que ia

proteína Hedgehog codificada por dicho gen participaba como ligando del

reeeptor oe una cascacia cje señaiización, que involucra una serie cie proieínas

de membrana y citoplasmáticas y t¡ene efectos tanto posit¡vos como negat¡vos

sobre la activiciad génica cie eienos genes (ingham et ai., i99i ).

Estudios posteriores demostraron la existencia de 3 genes homólogos

en ratén (M. muscuius'¡, denominacjos Sonic hecjgehog, lncjian heogenog (ihh)

y Desert hedgehog (Dhh) Estos se han relacionado con diversos procesos en

ei desarroiio. For ejemoio, lhh es ciave en ei eiesarr"r:iio éseo (iiammonci anci

Schulte-Merker, 2OO9; Joeng and Long, 2009), Dhh en el desarrollo de

génacias mascuiinas y mielinización cje axones perrféricos (Muir, 2ÚÜ9), y Shh

se ha vinculado al desarrollo de estructuras del sistema nervioso central (SNC),

manieReión oe céiuias lroReales neuraies aeiuitas, ciesarrolio heoáiico ¡''

formación de extremidades, entre otros (Palma et al., 2005; Donovan and Dyer,

20ü5). En ianto, en pez eebra. exisien ai menos 5 homóiogos de Hh (Fig.Í)

(lngham and McMahon, 2001). Cabe destacar que la participación de los



iiganeios Heeigehog en esios procesos está aitamertie conservada en ciiversos

modelos vertebrados (lngham and McMahon, 2001; Huangfu and Anderson,

2ii06).

Los procesos ceiulares en los que partic¡pa Shh descritos hasta el

morrrento inciuyen proiii'eración. ciiíerene iae ión. muerte ceiuiar, generación de

patrones (pattern¡ng) y guía axonal, entre otros (Martí and Bovolenta, 2002, Jia

anei iiang, 2üú6).

Figtlra 1. Relaciones filogeuéticas de ¡¡ie¡nl¡r'os de ln familia de protcínas IIh en diferentes especies

de ¡¡i¡¡rale¡. Los colores indican similitud e¡r secttencia/conservaciór de los genes. Adaptado de

iirrgha¡¡r ¿¡id i\icivlairon, 2úÚ i ¡.

Rrr Shh

Mol!+ §hh

chkk Sht¡

Clnop6 Shh (newl.t

Pleürodd Shh (nerr)
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Esto ha podicio ser confirmado por estudios in-vitro e ¡n-vivo, los que han

permitido entender mejor cómo funciona esta vía de señalización, En la célula

existen receptores de membrana, como las proteínas Patched 1 (Pic1 ) y

Patched2 (Ptc2) que son capaz de unir a la proteÍna Shh, y otra proteína

denominada Smoothened (Smo) que es requericia para la mediac¡ón de la

respuesta, a través de un complejo proteico citoplasmático que incluye al

menos a las proteínas Suppresor of fused (SuFu) y a los factores de

transcripción Gli (Fig.2) (Varjosalo et al., 2006). En Drosophila este complejo

también integra a la quinesina Costal2 (Cos2) y a la quinasa Fused (Fu),

siendo el complejo act¡vo ¡mprescindible tanto para el cl¡vaje de la proteína Ci

como para su transloeación al núcleo (Lum et al., 2003).

Las proteínas Gli son factores de transcripción del tipo "dedos-de-zinc",

de airededor de 14ú kiloDalion (kD) y 1000 aminoácidos. Son 3 ios homólogos

en el clado de los vertebrados (Glil, Gli2 y Gli3) de una única proteína presente

en Drosophiia, la proteína Cubitus interruptus (Ci). Estas proieínas Gii poseen

una función activadora o represora de la transcripción, según el estado de

clivaje en que se encuentren. En vertebrados, las formas compieias (full-length)

son activadoras en tanto formas con clivaje del extremo carbox¡lo terminal

(short-length) ejercen actividad transcripcional represora sobre genes blanco

(Ruiz iAltaba et al., 2007). Se han además descrito sitios de reconocimiento

para fosforilación por al menos 3 quinasas independientes, GSK3-8, PKA y

CKl, siendo esta triple fosforilación necesar¡a para reclutar a la ubiquit¡na-ligasa

4



Siimb y ia posterior r:roteóiisis mediarja por proteosoma que genera estas

formas clivadas de las proteínas Gli o Ci (Jia and Jiang, 2006). También

poseen ciominios conseruacjos eie reconoeimienlo para iiiB (Hh-inciuced ÍüATH

and BTB domain-containing protein). que catal¡zan ubiquitinación tanto de

proieínas Gii como cie Ci (jiang. 2Üü6).

Figura 2, EJq.ir:tr¿ de ia via de señaiizacion de Shi¡rGii en vertebindos' e¡ sn íonna c¿r¡ónic¡r ele

regulación rle erpresión génica, -{) En ausenci¿r de ligando, Ptcl bloquea el ingreso de smo al cilio

primario, bloqueando efectiyamente la a(tividad de la vía de señ¡lización, E§la disminución de la

áctividad se obterYa por el aumento de formas represoras Gli en el c¡topla§m¿ ! consecuentemente

el núcleo. B) trl caso coütrario. at cxistir unión de lisando §hh ¿ Ptcl. permite la lil¡eración de la

rcprcsió!r qite rjcrcr Ptcl sobrr Smo, lo que tiehr ccn]o consccucncia cl Pro(esamiclrto a fol ltt¡s

activadoras de l¡s proteinas GIi y la subsecuenle actiyació en la expresión de genes blartco, como
ptcl <¡ Nkx2.2, Otr;s componentes de membraÚa como HHip, Gasl, Cdo y Boc ejercen regulación

adicional sot,re la actiyatiór de la vía. Adaptado de (Ribes and Il¡iscoe. 2009)

El mocjelo aetlrai üe la vía Hh en veriebraeios incorpora ciertás

particularidades como la ubicación preferente de algunos componentes de la

vía en ei ciiio primario (corbit et a¡.. 2Ü05; iviiehaud anej Yocjer, 20t16. Goetz anci

Anderson, 2010). El c¡lio primario es un compartimiento subcelular que ha

cobráejo gran reievancia en ios úiiimos i Ú años, conslderándose en ia

actualidad un centro de señalización para la vía Hh (Goetz and Anderson,

fáR
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2úi ü). La inieraccién de proteínas panicioantes cje ia vía cte i-i t¡ icomo Shh)

con otros componentes de membrana como proteoglicanos o heparansulfatos

(fuia ei ai , 2008), permiien forÍaiecer rneeanisrrros ,7e ieeciback negaiivo y

feedforvvarC positivo descritos (pa-a Gl¡1 y Ptcl , en particular) (Ruiz ¡ Altaba et

ai .2OA7't.

Shhicli en el desarrolto dei SNC

La partieipación de ia via eanónica Shhlcii en el cjesarroiio embrionario

del SNC se relacionó primero cot' el patternlng en el embrión temprano y

esiablecim¡ento ciei eje ventrai oei iubo neural. Sin embargo, posieriormente se

validó un papel de Shh/Gli como señal mitogénica en el SNC dorsal durante la

embriogénesis iardía. eomo faeior cie sobrevida e inc¡uso como participante en

guía axonal (Jia and Jiang,2006). Su rol en el crecim¡ento de algunos órganos

y oe ias estructuras cjorgaies dei SNC ha sicio cieserito en extenso en la

literatura (Ruiz I Altaba et al., 200'1 : Palma et al., 2005, Sansom and Livesey,

20ü9), siencio ia aciivieiaei rie ia vía imprescinciibie para ia manteneién cie

progenitores y células con propiedades troncales no sÓlo en el cerebro sino

también en olros ieiidos como ia piei, ei puimén y ei pánereas (Barakai et ai ,

2010). Esta función en el desarrollo y crecimiento también tiene una faceta de

gran relevancia clÍnica ei cáncer. Esto porque existen ciiversos iipos de cáncer

asociados a diferentes estructuras, como lo son el carcinoma basocelular (piel),

6



ei eáncer hepático (hígado) y gliomas (SNC), por mencionar algunos, cuyo

origen se atribuye a alterac¡ones genéticas en la actividad de esta vía de

señalizacién (Katoh and Kaioh, 2009).

Shh en riesarrollo de cerebeio

El cerebelo de ratón es un ejemplo de crecimienio meciiado Bor la vía

Shh/Gli, ya que durante el desarrollo del cerebelo embrionario se establece una

pobiación que responde a la vía de señalización de ShhlGIi (entre otras

señales), los precursores granulares cerebelares, que mantienen un estado

proiiferativo aciivo en una esiructura laminar pial denominacia capa granular

externa (EGL, por sus siglas en inglés para §xternal Granular layer). Hacia las

2 semanas después cjel nacimienio, esta capa comienza a disminuir su número

de células y finalmente, hacia las 3 semanas después del parto, cesan de

proliferar (Behesti and Marino, 2009). Las élulas generadas por estos

progenitores migran hacia las regiones más internas del cerebelo

estableciendo ia Capa granular inierna (iGL, siglas en inglés lnternai Granuiar

Layer), donde finalizan su diferenciación y terminan de establecer la estructura

Iaminada característ¡ca del cerebelo (Carletii anci Rossi, 2008).

Alteraciones en la vía de señalización de Shh/Gli o en la capacidad de

responder adecuadamente a señaies mediadas por la misma que tengan un

efecto positivo sobre la actividad transcripcional de la vía, tienen como

7



consecuencia una exces¡va proliferaeión cie estos progeniiores. con un

subsecuente crec¡m¡ento anómalo del cerebelo y aumento en incidencia de

medulobiasioma icáneer cerebeiarli (Yang et a¡., 2Ü08). Las céiuias troncaies

de la zona sub-ventricular (sVZ, por sus siglas en inglés) iambién tienen esta

capacreiad de generar tumores en conciiciones cie aiteracién oe ia vía silnlcii.

Por otro lado, se ha descrito un número de efectores génicos río abajo

cie los f'aciores Gii cuya acrivaeién o inhibición involucra la unién cle factores eie

transcripción Gli a determinadas regiones del genoma (Müller and Basler,

2üü0), en secuencias consenso eie unión a Gii 1GtsS) (Sasaki et ai , 19t9t7)

Estas secuencias consideran 9 pares de bases consecutivos (GAACACCCA,

en ratónl. que permrien ia uniÓn cie ias ciiferentes proieínas Gii en vertebracios

Pese a existir un gran número de genes cuya expresión se ve alterada

en concorcianeia con aiteraeiones de ia via cie señalización ShhlGii, sóio una

veintena de ellos han sido validados a nivel genÓmico-funcional, como lo son

ios genes ae CiciinaDi, N-myc, Ftci. ilhip y Giil , por elempio. Junto con ésios,

existen muchos candidatos producto de bÚsquedas tejido específicas en

cerebeio (Yoorr et ai.. 2009, Lee ei ai., 2Ú-iÚj

N-myc es un blanco de ia vía Shh/Gli en el desarrollo del SNC, con roles

en ia respuesta proiiferativa eie precursores. su aetividao es imprescinciibie

para el normal desarrollo de estructuras como el cerebelo o la corteza

iKnoepfler eÍ al., 2úu2), pero también para la progresión cjei crecimiento

anómalo en condiciones de alteración génica (Kenney et al , 2006). Existen, sin

8



embargo, otras proteínas de la misma fam¡lia involucradas en el desarrollo,

proliferación y crecimiento celular, como son C-myc y L-myc.

C-mvc v el ciclo ceiular

Descrita en primera instancia en D. melanogaster, la pérdida cie función

tras el fenotipo mutante diminutive fue localizada posteriormente en el gen

Drosophila myc (dmyc) (Schreiber-Agus, 1997). Estudios de mosa¡eo lo han

relacionado con la proliferación, el crecimiento y tamaño celulares

(Schuhmacher et al., 1999; Johnston et al., 1999). En el clado de los

vertebrados, se han descrito al menos 3 homólogos del gen myc de Drosophila:

mielocitomatosis celuiar (c-myc), n-myc (deivacio de neurobíastoma) y l-myc

(Zimmerman et al., 1 986).

La proteína codificada por este gen consiste en un dominio de

transactivación (TAD) en el extremo amino terminal, requerido para el

ensamblaje ciei compiejo de activación iranscripcionai, un dominio cierre de

leucina hélice-vuelta-hélice básico (HLH-LZ) imprescindible para la unión a

ADN e interacción con otras proteínas, y 4 secuencias denominacias "cajas

Myc" (MB, del inglés Myc Boxes), relacionadas con funciones como

degradación de la proieína (MBl), apoptosis (MBili) y oiros.

Por otro lado, la regulación de la expresión de esie gen fue inicialmente

cjescrita en ei contexto de diversos tipos cie cáncer, y luego individualizada en

9



sit¡os cie unión funeionaies a Tcí-4 en ei prorrroior (He e'i ai., i99E) Hdemás cje

esto, desregulaciones en variadas vías de señalización (PDGF, HGF, EGF y

óirOS) tienen COmo cOnSeeUenCiA un aumento en ia expresión o esiabiiizactón

de la proteína (Meyer and Penn, 2008a).

Los genes eie ia famiiia fulyc se eneueniran aetivacjos en un grán númerÓ

de tipos de cáncer en humanos. alteraciones que pueden deberse a

muiaciones puntuaies, amplifieación génica, sr:i:reexpresión o aumentos en ia

estabilidad de Ia proteína. En la Tabla 1se listan los tipos de cáncer

reiacio¡racjos con a¡teraeiones eir genes íiiyc (Vita anci Henriksson 2Ü06).

lnicialmente aislados a partir de tejidos completamente diferentes, se ha

podicio esiabiecer que no séio existe r:na similitucl esiruciurai muy imporiante

entre ellos (Fig.3) sino también una redundancia funcional (DePinho et al.

Í v87). Esto fue eomprobacio mecjiante ia inserción de c-myc en el locus cje n-

myc, lo que tuvo como consecuencia una importante reducción en el fenotipo

dei knock-oui de rt-myc (Maiynn ei ai 2ÜÚ0).
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consenación de la región codifica¡te del gen r-,r¡'c, cajas eu verde denolan identid¿d de rcgiones

(Ensembl.org, 2010). (B) Aline¿miento de Ia proteíDa c-myc ron l¿ proteir¿r n-myc, eD sus formas
preseIltc§ en ratón y humano. Se apreciil un¿ graD §imilitud eDtt'e ambos, con sólo algunos dominios
diferentes. TdD: dominio de tr.¡.nsactivrfió!!. N!-S: señ:!! de lot¿liz:lcié!! Ducle1!¡, BR: reg!ó!!
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C-myc actúa en e! cic!o cel!=!la!' y, en particuia!", se ha !'elacionado

directamente con la trans¡ción G1/S, la fase G2 y con salida del ciclo celular

ccnducei-ii€ a apcptos;s {Fig. 5) (l'{ilsson and Cieveland,2043) Adicionai¡'nente,

se han descrito relaciones con otras proteínas del ciclo como lo son p53, p27 y

E2F (Leone ei ai., 2001). Estuoios a gran esca¡a han perm¡iido encoirtrar un

gran número de genes (más de 1000) cuya expresiÓn responde a un aumento

en la proieína e-mye (Fig 4). Esro eonr"igura una compleja reci de señaies,

algunas directas y algunas secundarias.
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and b¡ogoñesis

Protein t¡anspor_t Stress 
'esponseDNA repair

Figura 4. Ag!.upación de conjuntos ftrncion¿les de gcnes blarrcos del {actor de tr¿[scriptién c-rrtl..
Se estiman en más de 1500 en la actr¡alidad (2010). Nombres en rojo indican sotrrerrepresentlción
estadísticamente significativ¿ del grupo funcional. Tomado de (Dang et al , 2006).

Aciicionaimente, se han descriio aigunas proteínas capaces de

interactuar con c-myc permitiendo la activación o represión de genes, las

cienominacias proteínas Mao y [viax. Aetuaimenie se habia de ia reci

Myc/Mad/Max (Grandori et al., 2000), que involucra la dimerización de c-myc

con lvlax (regulador positivo) y cie Íüad eon Max (r'eguiacior negaiivo). Se han

descrito también efectos de c-rnyc independientes de Mad y Max, relacionados

a ia iranscripción cje ciiferenies grupos de genes (Gaiiani anci Sieiger, 20Úü)
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Cyclin B

Cyclin A

;++
Fig:ira -i. C-rryr es¡á i!t...ciriciado rri l:i prcgresión d¡! ciclc ce!u!:rr, en partitular iie la tr¿itsiciá+

Gils. 'lami¡ien se han descrito ienotipos asociados a ot¡as aheraciones denlro del ciclo, con't,:r la enlraI:ia

en apoptosis o et avance de la f'ase Gl La via Shhi Gli reguia plincipaln]ente componelltes que.egulan lil

tralsición G1/S.

Ei estudio del fenotipo mutanie de esie gen en raión arro.jé eomo

resuliado una temprana letalidad embrionaria, dificultad que se solucionó

meci¡ante el uso cje raiones knoek-out eorrciicionaies. La pérciicia Oe función cie

c-myc en todas las células progen¡toras del SNC, t¡ene como fenotipo una

reeiucción en ¡a masa eiel cereb¡'r: cie un i 6%. (i-iatton ei ai , 20Ú6)

TJ

c-myc

Apoptosis
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T¿bla 1. Listado de tipos de cáncer felacionado§ a alteraciones en proteín¿s NIyc en humanos. se

destacan los tipos con alteraciones mayores en c-myc (amPlificación o §obreexpre§ión ntayol al

6+9/+), c+!¡o melaiiema, liufcm¡ rle BurkiÉl ;' Eliot !:,t§ts*::¿. AdaptaCs de {l,¡lta a¡d llcn¡ikssol"
:orió).

Resurniendo, en ccntextos de desar:'ollc no!^rna! y señalización abe!'!'ante de !e

vía de señalización Shh/Gli se ha descrito una estrecha relación entre la vía
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eánónica y n-myc como efecior transeripcionai mociuiador de la respuesta

proliferativa a activación de la vía, siendo este indispensable en el caso del

cerebeio, gor ejempio. Exisie. sin embargo. eviciencia que incjica que pueoe

existir una relación funcional entre la vía Shh/Gli y otro componente de la

famiiia iüyc. c-myc.
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Antecedentes previos

Los primeros anreeederries pubi¡cacjos corresponcien a¡ esiuciio eie 2

lÍneas celulares de carcinoma hepatocelular, donde tratamientos de 5 días con

ei inhibicior tarmaco¡ég¡eo cie Hh c¡ciopamina (i0uM1 reducen en más oei 60%

Ios niveles de ARNm de c-myc (Patil et al., 2006) (Fig.6A).

Ei segunelo antecedenle proviene de una iínea ceiular de eáneer

cerebelar nula para p53 y heterocigota para Ptcl (genera sobreact¡vac¡ón de la

vía), rioneie se repoña una cjisminución en ios niveies cie transcrito y proteÍna

C-myc luego de un tratamiento de 72 horas con ciclopamina (5uM) (Berman et

ai ,20o2) (Fig.6ts y Ci

En otro modelo de cáncer, en este caso de un grupo (4) de líneas

ceiulares cie eáncer de próstata que BreseRtan ganancia cje aeiiviciad de ia vÍa

de Shh/Gli, se observan dlsm¡nuciones en los niveles de transcrito de c-myc

luego oe inciueir represión cie ¡a vía medianie un tratamienio cie 46 horas con

ciclopamina (3uM) (6D)

LO



A l.z

0.8

0.6

04

0.2

0

,1

08

0.6

04

o2

0

I D¡.4SO - Cvaiopa¡rr¡e

B

PGK

.9(,(,A
E.Y
cLtxruo.§<!2¿É.\

-+ -+
22RV1 DU145

Figura 6. C-myc varía tanto en su expresión como en niveles de la proteína en diferentes contextos
in-vitro de sefraliztción abenante de la via de Shh/Gli. A) Niveles de erpresión de c-myc y ticlinaDl
en líneas celulares de hepatocarcinomá celu¡ar humanü, Iuego de un tr&tamiento con ciclopami:ra
(cyclopamine) de 18-24hrs. Puede observarse una disminución superior al 50yn en ambos ca§o§. B)
RT-PCR semicuantitativo muesta disminución en los niveles de mRNA de c-myc luego de
tratamiento de 72 horas, en un¿ línea celular derivada de meduloblastoma de un ratón ptcl+/-,
p53-/-. C) 'Western-blot realizadc con extractos de l¡s células deseritas en B. La canüriad de
proteína de c-myc se ve redueida. D) Niveles de expresiél de c-myc se ven sigBificativam€nt€
disminuidos en líneas celutares de cánter de préstata, en condiciones de pérdida farmacológica
gener¿da m€diante incubaciones con el inhibidor ciclopamina.

For úiiimo. eR nuestro iaboraiorir: en é¡ eoRiexio rje una búsqueda cie

genes blanco de la vía de señalizaciÓn de ShhlGli en el desarrollo temprano de

pez eebra \24-48itpl¡. se rea¡izaron ensayos cie mieroarregios de embriones

con pérdida de función farmacológica y genét¡ca de la vía de señalización. En

uyc
(3rrM)

-+
PC3

c Ct! Cyc
o-c-m!c J '-'
o-n-myc rú :

o-Rb-P { Rb"nyp€rp

^-Ph -.. Af,. r'.,)Po-acln II

C-myc
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2.- síntes¡s de cDNA

eiios fue posibie icjenrifiear genes euya expresión se ve aiteracia en condiciones

de pérdida de función de la vía de shh/Gli. Análisis estadisticos perm¡tieron

icjentificar un grupo de genes eu1¡a expresión se reciucía signiÍicaiivamente.

entre los cuales se encontró el ortÓlogo de c-myc en pez ceÚa lmyca)

(Bergeron et ai , 2úü8).

1 Extr¡c(ión de RNA

+,
/-\v-J

I

I

,{,

Cy3

§;-+,.

Figura 7. Diseño experimental de mieroarreglos de ARN usándo embriones completos de pez cebra.

Se utilizaro¡ embriones en los estadíos 24 y 48hpf, considerando la pérdida genética y
farmacolégica, y la gauaucia de furrción, gererad¿ lediante ia irryecciórr de ARNm de sI¡á.

Resumientjo. tocjos ios estuciios que han ap!"oximaeio ia vía de SnhlGii y

c-myc de manera indirecta han sido real¡zados en contextos de enfermedad o

riesarroiio aiterado, siencio hasta ei momeRio una irreégnita ia existencra o

3,- Marcaj€ Fiuorescente
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ftl-+,-
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a fi:í:ff ::: f,:LT,[il:,,ff ;r;T:"**
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inexisteneia cie reguiacién cie ia expresién de c-myc por ia vía de Snh/Gii en ei

desarrollo. Tampoco se ha propuesto un mecanismo para explicar estas

variaeiones reponadas en ¡a iiteraiura, sin embar-go ios iiempos invoiueraejos

en estos exper¡mentos hacen pensar que estas variaciones en expresión de c-

myc puecien ser eleotos coiateraies de aiteraciones de ia vía Hh, no eamtrios

mediados por unión directa de factores de transcripción Gli al promotor de c-

í9



liiBétesis

"C-myc es un gen bianco oe ia vía eanÓnica SrrhlGii en veñebrados, regulacio

transcripcionalmente de manera pos¡t¡va por unión d¡recta de factores de

transcripción Gii a secuencias ciei promoior eie c-myc. "

Obietivo Generai

De¡erminar si existe reguiación eie ia expresién oe c-myc por ia vía canóniea cje

señalización de ShhlGli en el desarrollo del SNC de vertebrados.

0bjeiivos específieos

Objetivo especÍfico i

Determinar si alteraciones de la vía de señalización Shh/Gli afectan la

exoresión de c-mye en ei Si{e .

Objerivo espee ít-ico 2

Evaluar si existe unión de factores de transcripción Gli a regiones

reguiatorias clei promoior eie c-myc;.

7ü



Objetivo Específico 3

Determinar si estas regiones regulatorias son funcionales y capaces de

reguiar ia iranscripción.
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MATERIALES Y TVIETODOS

Material Bíológíeo

Los embriones oe pez cebra, muiantes y silvestres se rnaniuvieron a

28"C de acuerdo a protocolos establecidos (Westerfield, 2000). Las lineas

muiañies que se utilizaron fueron "Siow-muscie ommiieci" (smu), con pérciieia

de función de smoothened, "youtoo" (yof) con una forma dominante negat¡va

ae gii2 y "cietour" ír:¡r), eon pérciicia oe función eie gli i (Brano et al i 996) Los

mutantes se mantuvieron como heterocigotos y se realizaron cruzas para ser

ieientifieaeios por criterio morioiógico (ei eje eiei euerpo eurvo y somiios

anormales). La edad de los embriones fue establecida mediante cr¡terios

morfoiógieos íoigmeniaeión, ánguio eie ia cabeza respeeto ai resto dei cuerpo,

Los embriones de raión livius muscuius) provenientes cie ias cepas C;57

BLl6 y Balb C fueron utilizados en diferentes etapas de desarrollo embrionario,

además cje eiistinros ciías perinataies. Hembras en eoad ténil se cruzaron con

machos de fertilidad comprobada en condiciones controladas. A la mañana

siguiente, se verificó ia cópuia med¡ante ia presencia ciei tapórr vaginai,

definiéndolo como el día del desarrollo embrionario E= 0.5.
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Se eumple con ios protocoios cie manipuiación animai espeeifieac¡os por ei

comité de bioéiica de la Facultad de Ciencia publicados en el libro "Aspectos

tsioéticos oe la Experimentacion animal"

(http:liwww. conicyt. cl/documentos/bioetica 1 9nov. pdf).

S¡rresrs oe sondas R N A-ci i go x ig e n i n a

Se digirieron 10 pg del clon del gen c-myc de pez cebra en pBluescript

SK i-) con ia enzima EeoRi, para ei easo cje ia soncia antisenticio, ciurar¡ie ij

horas a 37oC. Luego de la digestión, se agregó 1 vol de fenol:cloroformo, se

mezció y centrifugó. La fase acuosa fue précipitada con ia aciie ión oe Í li 0 voi

de acetato de sodio 3M, pH 5,2 y 2,5 vol etanol. Luego de incubar toda la

noche a -8üoC. se centrifugó a 1200ü rpm eiurante 20 min a 4oC v ei sedimenio,

luego de ser secado al aire, se resuspendió en agua libre de RNAsas. Las

sondas de cRNA fuero¡r iranscriias in vitro en presencia cie digoxigen¡na-1 i -

UTP. Se agregó al DNA plasmidial digerido (mínimo 1 pg) 1.2 pl de 10 mM

ATP, iü mÍvi CTF, 10 mivi GTP, Ú 8 pi iÜ mtul ijTP y Ü 5 pi de i0 mM

digoxigenina-1 1-UTP, 4 pl tampón de transcripción 5X (REF), 1 pl inhibidor de

Rnasa (Rnasin) y 9ü U cje T7 RñA poiimerasa. La poiimerizaeión se iievé a

cabo durante 4 h a 37oC, luego de lo cual se adicionó I pl DNasa I libre de

Rñasa y se incubó por sú min más La cantioacj cie RliA sinÍetizado iue

estimada por electroforesis en gel de agarosa al 1ok, lográndose un

rendimienio típieo oe iÜ Lrg de Rl.iA por cacia i pg cje Df\¡A piasmieiiai iniciai

¿)



También se cuaniitlcó ia canticiaci 0e RNA obtenicia meoianre

espectrofotometría en un espectrofotómetro. EI RNA sintetizado fue precipitado

agregando 6ü pi cie agua ü-FC, i Ci yi LiCl 4 tvl y 25ú ¡.ri eianol absoluto

Después de lncubar a -80oC toda la noche, el RNA precipitado se centrifugó a

i 20üú rpm a 4oC en una ceniríiuga oe mesón Ei sec¡imenio fue iavaelo con

etanol al 80%, luego de lo cual se re-centrifugó y el sedimento fue finalmente

resuspenoicio en tampón cje hibrioación ideserito más abajol

Este proceso fue repetido para otras sondas utilizadas.

iii-oriciaeion in-situ en embríones eompletos cie pez cebra

El corion fue retirado de embriones de diferentes estadíos de desarrollo,

que iuego iueron fijaeios en paraÍormaieiehído (PFA) ai 4% ciurante 2 horas a

temperatura ambiente. Luego de 3lavadoc con PBS, fueron deshidratados en

metanoi Bor i 0 min a ter¡t¡eratura ambiente y ios en¡bi'iones Íueron

almacenados en metanol a -20 oC. En el momento de su uso, los embriones

fueron rehisraiacios secuenciaimenie en: 75% metánoilz5% PBS, 5Ü%

metanol/SO% PBS,25% metanollT5% PBS y PBST (PBS + 0,1% Tween 20),

ciuranie 1ü mi¡r cacia uno. Lueqo iueron lratados con proteinasa K. a una

concentración de 10 ¡rg/ml durante 15 min por cada 24 h de lo de ios

embriones Se iavaron 3 veces por 5 minuios con PB.ST, para

refijados en PFA durante 20 minutos a temperatura ambiente. Se

poster¡ormente 5 iavaeios cie 5 rnin cáda uRo con FtsST, a
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amhienie y se proceciió á la B.ehibrioac¡ón. Para eiio, ios embr¡ones iueroR

lavados una vez con soluc¡ón de hibridación (50% formamida, 5X SSC, 50

Uglmi heparina, 5úú pgirñi iRñA cie ievaoiira Thorula, Ú 
.i?á Tween-2Ü y 84 mívi

ác¡do cítrico pH 6,0), la que fue reemplazada por solución fresca. Se prehibridó

a 55'-65+C durante 4h, luego cie io cuai ia soiución Íue reempiazada por una

que contenía la sonda marcada con Digoxigenina, previamente denaturada a

70oe por 5 min. La hibricjación se reaiizó ciurante ia noche a 60oC

Alternativamente, los embriones fueron guardados en tampón de hibridación a -

2üoü. Los embriones fueron posieriormente sometioos a una serie cie lavacios,

a 55'-65oC, durante 10 min cada uno, en: 75% formamida/2X SSC, 50%

Íormamioal2X SSC. 25o¿o formamicjal2X SSC y 2X SSC, para tlnaiizar eon 2

lavados en 0,2X SSC a 65oC por 30 min cada uno. Se procedió enseguida al

bioqueo incubancio ios embriones a ierllperalura arr¡i:iente ciurar¡te 5 min en

tampón MAB (100 mM ácido maleico, 150 mM NaCl y 0,1% Tween-20) y por 1

h en tvÍABlBiviB (ivie8 * 2% Boehringer-lvlannheim Bioeking Reageni + suero

de oveja al 5o/o), para terminar con una incubación de 16-20 h (toda la noche)

con ei aniicuerpo anii-Dig pr"eabsorbioo (i:2ÜÜ0) a temperatura ambienie. Se

practicaron luego 5lavados, de 20 min cada uno, con MAB y, posteriormente, 3

iavaeios eie 5 min con tampón AP (júu mM Tris-HCi pi-t 9,5, 50 m ivi MgC¡z. iÚü

mM NaCi, O,2o/a fween-2} y O,2alo Triton X-l00). Para el revelado, se incubó

ios embrior¡es en ei susi.ato corr¡erciai para fosfatasa aicaiina, Bivi purpie

(Boehringer-Mannheim) por el tiempo necesario para visualizar un precipitado
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ciaramente ciistinguibie cie ia señai inespecÍfica. a lerrperatlrra arnbiente, iuego

de Io cual los embriones fueron lavados 2 veces por 5 min en PBST y re-

fijacios. En su def-ecio ian¡bién se uiiiizó una mezcia cie ÑtsTlBCiP (Roche) en

tampón AP para la reacción de fosfatasa alcalina.

Bioiníorfiátíca

La primera parte del análisis consistió en analizar las secuencias rÍo arriba de

¡os oromotores eie e-myc en ei caso cjei ratén ,v myea pata oez cebra Para

esto, se obtuvieron las secuencias de ADN genómico 1okb río arriba del sitio

oe inieio cie ia transeripción a panir cie ia página web cje Ensembl

11, r,. '.: ¡,;1 ,,¡.1¡.:,-'¡1rl-.i ,,:';,), las que a fueron curadas manualmente en busca de

secuencias oe unién a Gii consenso Luego se realizó una seguncia curación

en busca de secuencias similares al sitio de unión, que cons¡derasen 2 o más

muiaciones en aigún nucieótido cie ia seeuencia coRsenso. Adicionaimente, se

utilizó el software Geneious (B¡omatters, v4.8.5) para buscar secuencias que

cumplieran con esios criter ios.

Una vez identificadas las secuencias de interés, se diseñaron partidores para

amplificar regiones que contuvieran estos sitios Para esto se usó ia

herramienta en línea Primer3 (.:-rlr. ::r';r'.,';,.rr;1..]'l:1,:1: lill''i-: illiI:i'i III]ir), con

opciorres por der'ecto. Para coniirrnar ia ideniieiaej oe ias secuencias se

realizaron S¡mulac¡ones de las reacciones de PCR en el soffware Serialcloner

il,lr-r. .;.': !;rir,r1.r:,':, ir',-,.',l :.ri.il i li:;1.i ¡lrIi). usando conrO tempiaCiO ia SeCuenCia
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oe ADii genómico de 1Okb río arriba ciei siiio oe inicio de ia iranscripción ciei

gen de ratón.

Far-a ios alineamientos de genomas cie múitipies especies, se usó ia

herramienta BLAT en la página web de Genome Browser de la Universidad de

Caiifornia Sania Cruz (genome uesc eoui) La opción "mL¡iiioies vertebrarjos" y

las comparaciones uno a uno fueron usadas.

Lígae iones

Primero se drseñaron partidores para amplificar regiones específicas

que eontengan siiios cje unión a gii íGiiBS). cietaiiánciose 2 regiones (l aoia 2)

Las reacciones se realizaron con GoTaq DNA polimerasa, siguiendo

iirsirucciones ciei fabriearrte (Prornega) en 25 u¡. Los fragmenios anrpiificaoos

por PCR, para regiones del promotor de c-myc, fueron ligados mediante

cionamienio T-A en ei vecior pBiuescripi SK(-). Cacia mezcia cie iigación

contenía 67 mM Tris-HCl pH 7,8,6,7 mM MgCl2, 10 mM ditiotreitol (DTT),66

uM ATP, 5 ng dei fragmento oe PCR corresponciienie, 40 ng oei iragmenio

proveniente de la digestión del vector pBluescript SK(-) y 5 U de T4 DNA

iigasa, en un voiumen toiai oe 1ü !i. Lá iigaeión se iievó a cabo cjurante i6-2Ú n

a 4oC. El producto de ligación fue transformado en bacierias E. coli

qr:imiocompeienles DH5ü. y ir,rego eoionias picaoas según presencia de inserto

evaluada por selección azullblanca en placas IPTGIX-Gal. Las colonias

seieccionacias (un mínimo cie i ü por iigacién) íueron ampiificacias y proeesacias
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por min¡prep cie DñA y sobre ei DNA obienieio se r=eaiizaron d¡gesi¡ones iailio

para linearizar como para liberar fragmentos clonado§. Los fragmentos que

coniienen un GiiBS poseen iamaños enire i 95 y 2úi oares de bases. El

fragmento de -5.1-3.4kb contempla 1788 pb.

Aciicionai a esio, se reaiizaron reacciones oe PCR con pariieiores internos dei

amplicón y externos (dentro del vector, bordeando el sitio de inserción) para

confirmar ia orientación ciei fragmenio iigacio

Preparaeión de expianres eie ieiicio cerebrai murino.

Se prepararon explantes de tejido neural, obtenidos de ia región par¡etal

<Je ia neocorteza cie raior¡es en ei¡ferentes eiaBas dei ciesarroilo embrior¡ario

(E15.5 y E1S.5) de acuerdo a protocolo detallado en Dahmane et al., 2001

Luego de remover ias meninges, ios expianies cerebraies se coioearon con ia

zona ventricular hacia abajo sobre f¡ltros flotantes (Falcon cell culture inserts),

en med¡o iibre cie suero iCir.4SF) DuiLreeeo's morjiíied Eagie's meciium-F-i 2,

DMEM-F12 (lnv¡trogen), conteniendo Mito C (BD Biosciences), N2, 827,200

mM L-giuiamina y aniibióiicos íinvitrogen) Posteriormenie se aeiicionó ai medio

de cultivo diferentes factores de crecimienio, como Shh (3uglml) o el inhibidor

eielopamina ii OuMl de acuerdo ai protoeoio experirnentai lver sección

resultados) y los explantes se incubaron durantes dos días a 37'C y 5% de

uu2
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lnmunopreeiBitaeiért de cromatina a parfir oe expíanfes oe fejido e erebrai

m urino.

Se reaiizan 2lavados con FtsS a ios expianies sernbracjos en piacas rJe

24 pocillos o frescos. Luego se realiza un entrecruzamiento químico, por 10

minuios a ¡7'C;. Para esio, se uiiiiza una soiución de Formaiciehíeio ai i Ülo en

PBS que contiene los inhibidores de proteasas Aproteinina, Pepstaiina y

FMSF, a 'iú uglml. 5 ugi rnl y i mfvi, respectivamenie). Para cieiener ei

entrecruzamiento se añade glicina hasta una concentración final de 0,125M.

Luego cie cios iavacios con PBS frío en hieio. ias céiuias se obi¡enen ievantanoo

la monocapa utilizando un raspador, y se resuspenden en 5 mL de PBS

supienrentado con inhibici<:r'es cie proteasas, para ¡Lrego ser cerrtriiugaoas a

1800 rpm a 4"C, durante 5 minutos El precipitado de células es resuspendido

en 3 mL de solución cje iisis, que contiene Fiepes pH 7,8 a 50 miü, MgCi2 a

3mM, KCI a 20 mM y NP-40 al 0,1o/o, e incubado en hielo por '10 m¡nutos. La

resuspensión se someie a un homogenizacior de vicjrio íKontes) por 20

repeticiones, utilizando el émbolo A. para luego centrifugar nuevamente en las

mrsnras conciieior¡es anteriores. Ei precipiiacio se resuspeneie en 9ÚÚ uL de

solución de sonicación, que es Hepes pH 7.8 a 50 mM, NaCl a'140 mM, EDTA

a f miü. Trirón X-iilO ai a,icÁ. cieoxicoiaio cie sooio ai 0,1% ¡r SÚS ai Ú]%. y

suplementada con inhibidores de proteasas. El homogenizado resultante se

son¡eá i5 veces durante iü segundos, con una incubaeién en hieio cie 3Ú

segundos en la posición 3 {2A%) utilizando un sonicador Misonix XL2020. El
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exiracio son;cacio se eerlirifuga po.i 5 m¡nutos a 1400Ü .prn para ¡uego

obtener el sobrenadante. Treinta unidades arbitrarias de ADN y proteínas (1

L¡nidaei arbitraria = absorbanciá ele 0,02 a una longitiid de óndá de 26ü nm) se

utilizan para cada inmunoprecipitación, las que se llevan a 400 uL con solución

cie sonicaeión ijn 30% cje muesrra se reserva para uiiiizario como "iNPijT" en

comparaciones posteriores. La muestra se pre-aclara, utilizando 20 uL de

esíeras oe agarosa mas proteína A o G iSania Cruz Biorechnoiooiesl ourante

30 minutos con rotac¡ón constante a 4"C, para lueEo obtener el sobrenadante,

oespués oe una centrifugaeién cie 2ü seguncios a i4üú0 rpm. Se agregan 2 ug

de anticuerpo y se incuba a 4'C con rotación por toda Ia noche, para luego

agtegar 5ü uL eie esferas de agarosa mas proteína H o G e incubar en ias

mismas condiciones durante 45 minutos. Después de una centrifugación de 20

segundos a máxima veioeiciad, se recuperan ias esieras, eiiminancio ei

sobrenadante. Este precipitado se lava sucesivas veces, mezclando por 5

minuios en rotac¡ón a 4'C, y eentrifugaciones eie 4ÜÜ0 rpm duranie 1Ü minutc¡s

entre cada lavado. Se lava 2 veces con solución de sonicación, una vez con

soiueión cie cioruro cie iirio que eonsiste en Tris pH 8 a 2Ü mM, LiCi a 25Ü mM,

EDTA a 1 mM, Triton X-100 al 0,50/o y deoxicolato de sodio al 0,5%; seguido

oor una soiución cie iavacio iF, que es Tris pH I a i00 mM. LiCi a 500 mfü,

NP40 al 1% y deoxicolato de sodio al 1Yo. El ADN y proteínas se tratan con

soiución cie eiucién. que consta eie Tris pHñ a 50 mM, EDTA a 1 mM y SDS ai

1%; a 65"C, durante 15 minutos, para luego centrifugar a 14000 rpm por 20
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minuios y oblener e¡ sobrenadante A esta soiuc¡én y paralelamente al "iNPUT"

se les agrega NaCl a 5M, hasta llegar a una concentración de 200 mM final y

se incuban a 65'C oor ioejá ia noehe para revértir e¡ enireeruzamienio. Se

agregan '10 ug de RNAsa (Fermenias) y 25 ug de prote¡nasa K, y se incuba 2

horas a 42'C. Éi ADñ se recupera reaiizancio una extracción orgánica

mediante fenol y cloroformo, para luego precipitar utilizando etanol absoluto. El

ADl.i precipiiacio se resuspencie en 50 uL cie aaua, y se uiiiizan 5 uL (o

diluciones equivalentes) para cada reacción de PCR.

Culiivs eie eéiulas CSiií0Tli2

Las células, obten¡das de American Type Culture Collection (ATCC)

fueron cuitivacias en medio DMEM-FÍ2. supiemeniaclo corr iü% cie suero fetai

bovino (FBS). Los cultivos se mantuvieron a 37'C en un incubador

humiciificacio a y 5ozn cie CO2. Se usaron eéiuias en pasajes s a i I

Suhcultivo de eéluias C3titÚTii2

Para la mantención de las células, éstas fueron subcultivadas a 7 0-80o/o

eonfiueneia (2-li díasj Para esios efeeios, ei mecjio de euitivo fue aspirado de

las placas, las que fueron luego ¡avadas dos veces con PBS estéril. Después

de remover ei PBS, se agregó sobre ias eéiuias lrna soiución ae ü,25'lo iripsirra

y 10 mM EDTA en PBS, en una relación de 0,5 ml por cada 25 cm2 de

superiicie de cuiiivo. Las piacas se incubaron cje esta manera por 5 min a 37oC
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o hásta que práciicamente iooas ias céiuias se encontraran en suspensión,

Iuego de lo cual la tripsina fue inactivada con ¡a ad¡ción de 1 ml de FBS por

eacia 0,5 mi de soiueión cie iripsina. Las eéiuias fueron resusoenciieias en forma

homogénea mediante suces¡vas aspiraciones y expulsiones de Ia suspens¡ón.

Estas fueron ejiviciiejas y sembradas en piacas según io requirrera ei

experimento, sobre lo cual se agregó el volumen restante de medio fresco y se

colocaron ias placas cie reqreso en ia incrriraciota a il ttC

Transfeeeion de eér'uias C?H i aTi ¡2

La transfección para células C3H I 0T1/2 se realizó, en cultivos de un

6ü% de confiueneia. a ios que se ies agregó una mezeia cie ei Áüñ a

internalizar y Lipofectamina 2000 en Optimem (lnvitrogen). Las cantidades de

DñÁ y aqentes cie iransiección varian según ia supenicie en la que se

encuentren las células a transfectar. El escalamiento según el material de

euitivo a uii[izar se cietaiia en ias insirucciones ciei tabricanie. La incubación con

los liposomas se maRtuvo por 4-5 horas, para luego cambiar por DMEM con

i0% cje FBS. por 46 horas

euiiivo de precursores granuíares cerebeiares

Se usaron ratones C57BL/6, la madre se sacrificó por dislocación

cervical, iuego cle lo cuai se praeiieé una incisión en ei abdomen y se proceoió

a retirar los cuernos uterinos con los embriones.
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Los cerebros cie ios enrbriones íueron eiiseccionaoos en meoio HtsSS

suplementado con g¡ucosa, el cerebelo fue extirpado y las meninges retiradas

usancjo un par cie pinzas Dumonf it"5. Los cerebeios se (:oiocaroñ eñ un

mismo tubo y fueron tratados con 1ml de tripsina-EDTA al 0.05% por 12

minutos en baño a s7"C, agiiancio cada 2 minutos. Luego se agregó i mi oe

SBF, se retiró el medio y se agregó 1 ml de HBss+glucosa, procediendo a

ciisociar ei tej¡cio meoianfe !-e¡teradas aspiraciones con una micropipeia. Se

centrifugó por 5 mins a 10009 y el pellet fue resuspendido en 2ml de DMEM-F-

'i2 supiemeniacio eon 827 (Gibeo), i0?; FBS, KCi 25mM y peniciiina-

estreptomicina. Estos 2 ml se agregaron a una placa de 35 mm, recubierta

previamente con poii-o-iisina, y se incr,rbaron 20 min en ia incubaciora a 37oC

con 5% COz. Pasados los 20 min, se le dan algunos golpes suaves a la placa

para terminar de ciesprencier ias céiuias débiimente acjhe¡"ioas, ias ,que

corresponden a los progenitores granulares del cerebelo.

Se plaquearcn '! ,5 x 105 c-álutas/cm2 en placas Labtek de 8 pocillos c 6 x

105 células en Labtek de 2 pocillos, recubiertos previamente con poli-DL-

ornitina ciuranie a¡ menos 4 h, seguicjo de ai menos i h de ineubación eon

la minina.

ín m unofi uoreseenci a en precursores gra n ulares eerebeiares

Las células fueron fi.ladas con paraformaldeh ído 4% en PBS (fresco),

cii-¡rante 2ú minutos (2 incubae iones oe i 0 min). Posterior menie se reaiizaron
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ires lavacios cje 1ü minuios eon PBS y se permeabiiizé eon PBS-Tritón Ú, 1 %

por 5 min. El bloqueo se realizÓ con PBS-Suero de cabra al 104/0, por t hora

Luego. ias eéiuias se incubaron con ios respeciivos anticuerpos orinrarios

durante toda la noche, a 4'C en cámara húmeda. Al día siguiente se realizaron

tres iavacjos cje i o min. con PBS-Tritén Ú,1 % para iuego incubar durante i

hora con los anticuerpos secundarios correspondientes acoplados a fluoróforos

en ei easo cíe ia inmunofluórescencia. Finaimente ios núcieos ceiuiares íueron

teñidos con DAPI 1:10.000, durante 5 minutos y visualizados utilizando un

microscopio confbcái (LSM 5iü. Zeissi ylo eie epifiuoresceneia (Axiovert 2ÚÚ

Zeiss)

Se consrcieraron 5 pianos por cacla experimenio contabilizaneio ias

células GIil + y las células c-myc+. Los conteos obtenidos fueron analizados

para cieierminar relevancia estaejística meoiante una prueba t- oe Siuoeni.
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Gr¡1-F GCTGCGTATAGCCAGTGTC
Gr¡1-R GAAGCAGGTGCAAAGCCAG

GCCCCTAGTGCTGCATGAGA
Cmyc-R CCACAGACAC CACATCAATTTCTT
Gapdh-F ACCACAGTCCATGCCATCAC
Gapdh-R TCCACCACCCTGTTGCTGTA
Hpr"t-F C C TG C TGGATTA CATTAAAG C ACTG
Hprt-R GTCAAGGGCATATC CAACAACAAAC
4.8kb.cmycM-F TCAGGACAGTCAGGGAAACC
4 Skb.cmyeM-R GAACGGTCATCCTTGAGACG
5.9kb.cmycM-F GATGTGCCTGGACTTTACCG
5.9kb.cmycM-R GTGATCCCTTCCCATACTGC
7.0kb.cmyeM-F TGCACACACAGGAGGAACAT
7.0kb.cmycM-F GGGACATTGACCAACAGGAG
distal.cmycM.F AC TAGTGG G G G G C TC TTTGAAG C ATGC A

distal.cmycM.R C C C GGGGC GGAATAGC CTGTGGTT

T¡ri¡l¡ 5. Parti<iores iiti¡i¿¿{ios para reactiÚnes de FT-FCR y anipiiíicatiól¡ {it r€gior¡es dei

proü:ctor dr c-myc dc ratón (ChIP y constructos reporteros)'

i5
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RESULTADOS

Expresión de c-myc durante el desarrollo del SilC de embriones de pez

cebra.

Tomancio en consideración los resuitados obtenicjos en los ensayos de

microarreglos, se caracterizó en detalle el patrón de expresión de c-rnyc en el

desarroilo normal dei embrión de pez cebra. Los estadíos considerados para

esta descripción fueron 24, 48 y 72 horas post-fertilización (hpfl, debido a la

activa neurogénesis que tiene lugar en el cerebro dorsal del pez cebra en estos

estadíos. Esta neurogénesis es dependiente de la vía de señalización Shh/Gli

en los estadíos 30-48hpf, por lo que el estadío elegido para el análisis detallado

fue 48hpf.
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Figura 8. Expresión de c-rayc en el SNC embrion¡rio de pez cebra. A) Expresión en estadío 24 hpf.
El tectum óptico se encuentra indicado con una flecha. D) Expresión en el estadío 48hpf. E) Detalle
de la expresión en el ojo, capa granular indicada con una flecha. H) Expresión en el estrdío 72hpf.
I) Detalle de expresión en el ojo, capa granular indicada con un¿ flecha. C, C, K) Expresión de B'li1
en los estadíos arriba descritos. B, F, J) Esquemas de vistas laterales de pez c€bra (Adáptado de
Wcsterfield, 2001)

La expresión de c-myc ya es detectable por hibridación rn-srTu a las 24

hpf, donde se puede observar mRNA en territorios del tectum (Fig. 8A, cerebro

med¡o dorsal) y del ¡tsmo (límite entre el cerebro med¡o y posterioo. También

se observa señal en la retina del ojo y en terr¡torios más anter¡ores del cerebro.

También es posible detectar el mensajero del gen en el páncreas y los somitos
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más caudales, tal como se encuentra descrito en la iiteratura (We¡ner et ai.,

2OO7).

En el esiadío 46 hpf continúa detectándose c-myc en estos territorios,

con un patrón más discreto pero dentro de las mismas regiones del SNC. Una

vista laterai (Fig. 8D) muesira presencia ciel mensajero en ia zona más caudal

del tectum. El páncreas continúa mostrando fuerte expresión mientras la marca

en los somiios se encuentra ausente y se deiecta señal en las aletas

pectorales. En el estadío 72 hpt, la expresión en el tectum posterior continúa

presente (F¡9.8H, fiecha negra), detaiiándose también el iranscrito presente en

el ojo (Fig.8l). Estos dominios en el SNC coinciden con territorios de expresión

de glil , el principal componenie activador de la vía de señalización de Shh/Gli

(Fig. 8C, G, K) que ha sido reportado como principal mediador de la función

activadora de ia vÍa de señalización de Shh/Gli.

Para comprobar si acaso existe una regulación de c-myc por la via de

Shhlcli, ei siguienie paso fue evaluar el fenotipo cie la pérdida de función de la

vía mediante el uso de líneas mutantes para smoofhened (smo), glil (dtr) y un

dominanle negativo para la proieína gli7 (yoi1. En el caso del mutante srno la

vía presenta una pérdida de función a nivel de componente de membrana, lo

que conlleva una pérdida de la función de los factores de iranscripción gli, tanto

represores como activadores. El caso del mutante dfr y el dominante negativo

yof son pérdidas cje función de sólo uno de los faciores de transcripción.
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Pérdida de función

o
-C
cO
$

wt

C

Figrrfl 9. La €xpr€siórr de c-m¡'c se ve reducida en pérdida rie fuución genética de la vía de Shh/Gii.
A) Expresión de e-myc en condiciones control. B) Ausencia de expresión de c-myc eo

terriforios del SNC dorsal y el ojo (flecha negra), en el mutante smoolhened. C) Ausencia de
transcrito de c-m¡c en el mutant€ detour (dtr) en los mismos territorios del SNC vistos para el
m\taJnte smoothened. D) El mutante vou-too (yot\ presenta una reducción en la expresión de c-m¡c
en terlitorios del SNC.

En el estadío 48hpf, la ISH del mutante srnu permite observar la

completa ausenc¡a del producto gén¡co de c-myc en las zonas observadas en

e! contrcl excepto en la retina, donde se ve expresión remanente (Fig. 9 A y B,

flecha). Un efecto parc¡al puede observarse para los otros 2 mutantes de la vía

analizados, haciendo notar ei fenoiipo menos severo del pez yof comparado

con el pez dtr (Fig.9 C y D) evaluado por expresión. Esto podrÍa deberse al

carácter de dominante negativo de la línea yof, lo que podría determinar una

menor efectiv¡dad de la pérdida de función en comparación con una perdida

genética total como en el caso del mutante dfr.

cmyc

59

..
:- **.#*'- **ryf



Estos experimentos de pérdida genét¡ca reveian una relación entre la

expresión de c-myc en 48hpf y la actividad de la vÍa Shh/Gli en embriones de

pez cebra. Recientemente nuesiro laboratorio a reporiado que los niveles de

prol¡feración en el tectum de pez cebra dismrnuyen en estos mutantes de la vía

(evaluado por marcaje con hisiona 3 fosforilada, H3-P, marcador del ciclo

celular), luego la expresión reducida no es consecuencia de una ausencia de

céiulas proiiferativas ni cie inexistencia del tejicio analizado (Feijóo et al., 20'i 1).

Análisis regiones regulatorias de c-myc en genomas de pez cebra y raión

Buscando el sustrato estruciural de esta regulación que ejerce Shh

sobre c-myc, realizamos un análisis informático del promotor de c-myc, en los

genomas de pez cebra y de ratón. El análisis se centró en 2 aristas principales;

la presencia de sitios de unión consenso a Gli (GBS) en regiones proximales

(intbrior a 1Okb río arriba) al sitio de inicio de la transcripción y la conservación

de dichos s¡tios en un conte*o inter-especies.
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Figura 10. Análisis de
secuencias similares a
(GAACACCCA).

regio¡r 5-'río ariba del gen c-m¡'c en pez cebla. Cajas celestes denotan
sitios de unién n Gli. Caja amarilla represeuta sitio de unión consenso

La búsqueda arrojó ia presencia de un único sitio de unión a Gli en esa

región, que contiene un cambio puntual respecto al sitio consenso humano, lo

que ya se encontraba previamente reportado para el sitio de unión a Gli en

ratón (GAACAACCA, base diferente subrayada). Además se encontraron

var¡edad de secuencias similares a sit¡os de un¡ón a Gli (13 en total), con 2 o

más mutac¡ones dentro de la secuencia con respecto al gl¡BS consenso. Al

comparar con genomas de otros vertebrados ya secuenciados. med¡ante la

herramienta de la Universidad de California Santa Cruz (UCSC Genome

Browser), no se observa ninguna conservación dentro de la región del potencial
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sitio de unión ni oira región particular dentro de las 10 kb río arriba cjel sitio cie

inicio de la transcripción (Fig. 10 datos no mostrados).

A 7,Okb 5,9kb 4,8kb
GI¡BS GI¡BS GI¡BS

B **'''-'

C

D

Efr¡ f .cñ

Figura ll. Presencia de sitiús de unión a gli (GliBS) en la región regulatoria de c-n¿t c en el genoma
de ratón, A) Región de l0 kilobases (kb) río arriba del sitio de inicio de la transcripción. En
anrarillo se d€tal¡an los sitios de uniór consenso (GAACACCCA), mientras en celeste se muestran
sitios que presentan 2 mutaciones respecto a esta secuencia. B) Detalle de alin€amiento d€ sitio de
unión "4,8kb". C) Detalle de alineamiento de sitio de unión "5.9kb". D) Detalle de alh¡eamiento de
sitio de unión "7.0kt¡".

Al analizar la región equ¡va¡ente en el genoma dei ratón, s¡n embargo, se

encontraron secuencias consenso de unión a Gl¡ (Fig.114) , a 4.8, 5.9 y 7.0kb

rio arriba del sitio de inicio de transcripción. Para el caso del ratón, se observa

una conservación con el genoma de rata (Ratus noNegicus) en el sit¡o que se

encuentra a -4.8kb. Otros genomas de mamíferos no presentan la reg¡ón

secuenc¡ada o presentan repet¡ciones AT (Fig.1 1B). El siiio que se encuentra a

-5.9kb, sin embargo, presenta una gran conservac¡ón con los otros mamít'eros
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considerados (Fig 11C). Un tercer sitio consenso se encontró a -7,0kb, más

este no presenta conservación más allá de la comparación con el genoma de

rata (FlGl'1 D).

Ninguna de las 2 comparaciones arrojó conservación de regiones de

más de 50 pares de bases adyacenies, Esto permite piantear la existencia de

una presión evolutiva selectiva sobre esas secuencias de unión, ya que se han

manten¡cio prácticamente sin cambios pero rodeados por secuencias de baja

conservación. Esta presión podría ser funcional, por lo que evaluar la unión y/o

actividad cie proteínas Gll en estos sitios se vuelve relevante.

Considerando la relación de c-myc con el ciclo celular y la existencia de

una gran conservación evoluliva de los sitios de unión en el genoma de raién,

el siguiente paso fue evaluar la expresión de c-myc y la unión de proteínas Gli

a secuencias regulaiorias del m¡smo, en un contexto proliferativo del cerebro

embrionario de ratón.

lnmunoprecipitación de cromatina para proteínas Gli en corteza

embrionaria de ratón

Para pocier evaluar s¡ efectivamente existe unión de proteínas Gii a

estos sitios, se realizó una inmunoprecipitación de cromatina contra las

p!'oteínas Glil y Gli3. El razonamiento cietrás de esta elección es evaluar la

unión de un factor Gli principalmente act¡vador y otro mayor¡tariamente
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represor a dichas secuencias. Ésta se realizó en exp¡antes de neocorteza

embrionar¡a E18.5, en activo crecimiento depend¡ente de la vía de Shh/Gli

(Paima & Ruiz iAltaba 2004)

Se analizaron d¡versos sit¡os de unión: de ahora en adelante se utilizará

la nomenclatura de sitios según su posición relativa a ios sitios de inicio de la

transcripción en el genoma de ratón. Se diseñaron partidores específicos para

cada uno de los abajo mencionados (Tabla 2), consicierando una secuencia

amplificada de tamaño no mayor a 300pb. Cada una de estas secuencias

contiene sólo una secuencia putat¡va de unión a Gli.

Una vez realizada la inmunoprecipitación y habiendo obtenido el ADN

genómico donde se encontraban proieínas Gli unidas, se procedió a ensayar si

alguna de las regiones amplificadas por los partidores se encontraba

enriquecida. Para los silios 7.0kb y 4.8kb no se presentó enr¡quecimiento en ias

muestras anal¡zadas, comparadas con el control de inmunoprecipitación

inespeclfica (lgG) (Fig. 12 y 13).
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Corteza E18.5

Figura 12. Inmunoprecipitación de cromatina para proteínas Gli en regiones regulatorias en el
promotor de c-myc, región -4.8kb. GliICh (Chemicon) y G¡ilSC (Santa Cruz).

Corleza E'18.5

Figura 13. Inmunoprecipitación de cromatina para proteínas Gli en regiones regulatorias en €l
pron¡otor de c-myc, región -7.Okb. clitCh (Chemicon) y GlilSC (Santa Cruz).

Para el sitio 5.9kb, sin embargo, sí se observa un enriquec¡m¡ento en la

secuencia super¡or a uñ 1oo/o respecto al control, Io que indica una asociación

de proteínas Gli (glil y gli3, específicamente) a dicha secuenc¡a en las

condiciones ensayadas (n=3). Esta diferencia es sign¡ficativa para todos los

casos analizados y se grafica en la F¡9. 14.

§
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-4,8 kb
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§ ."c, §S? q'Q

Corteza E18.5

§ c,s o"r

Figura 14. Inmunoprecipitación de cromatfuia contra proteinas Gli, amplificándo regiones
regulatorias €n el promotor de c-myc, a una distancia de 5.9kb río arriba. Existe enriquecimiento
de esta secuencia regulatoria para Glil y, en menor medida, para Gli3 (n=3, p<0.05)

Pérdida de función farmacológica de la vía Shh/Gli reduce la expresión de

c-myc en explantes de corteze embrionaria.

Para poder evaluar la posible respuesta a estímulos de la vÍa de la

expresión del gen en los contextos arriba descritos, se procedió a Íealizat

exper¡mentos en explantes de tej¡dos de corteza embr¡onaria en el estadío

E18.5. Una vez disectados los explantes, estos fueron sometidos a

tratamientos con proteína Shh recombinante (3ug/ml) o con el inhibidor

farmacológico ciclopamina (10uM) durante 48 hrs.

l
a-
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Los explantes iratados muestran una variación en los niveles de mRNA

de c-myc en tratamientos con ciclopamina. Cabe destacar que el caso

contrario, de ganancia de función mediante adición de proteína Shh

recombinante, no tiene el efecto opuesto de incrementar la expresión de c-myc

(Fig t 5)

2 D V Extra.(ión+ +f\hh /\ifr\

po¡ic.rbon¡lo EtPlantet
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Figura 15. Tratamientos con ciclopamirra reducen los niveles de expres¡ón de c-myc ei¡ explantes de
cortez¡r de €mbriones de estadio f,18.5. Tejidos tratados fueron incubados durante 2 días en
presencia del inhibidor o de la proteína recombinante.
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Pérdida y ganancia de funcion farmacológicas de la vía Shh/Gli afectan la

expresión de c-myc en una línea celular que responde a Sonic hedgehog

Para caracterizar en mayor detalle el efecto observado con la pérdida de

función en los explantes de cerebro embrionario, se ensayaron tratamientos

farmacológ¡cos en una línea celular con capaciciad de respuesta a la vía de

Shh/Gl¡. Estos fibroblastos expresan los componentes de la vía y son un

modelo in-vitro ampliamente utilizado para estudiar Ia vÍa de señalización

Shh/Gl¡ (Kinto et al., 1997; Murone et al,, 1999). Se ensayaron distintos t¡empos

de incubación con ciclopamina, para evaluar el curso temporal de la alteración

en la expresión de c-myc. Una vez transcurrido el tiempo indicado, se extrajo el

RNA total de las células y se realizaron ensayos de RT-PCR en tiempo real

(qPCR). Los análisis se realizaron a las 6,12 y 24 horas de tratamiento.

Se observó que los niveles de mRNA de c-myc se mantienen inalterados

durante las primeras 12 horas de tratamiento, más se reducen a menos de la

mitad luego de 24 horas de tratamiento (Fig. 164). El comportamiento del

control positivo experimental (ptc1, gen blanco de la vía de señalización) se

correlaciona muy bien con este t¡empo, ya que sólo después de 12 horas de

incubación se observa una disminución en los niveles de transcrito del gen pfcT

(Fig 164). Esta cinética de cambios en la expresión ya ha sido reportada en

nuestro laboratorio, donde ptcl varía a las 12 horas y luego se observa una

variación en otros genes blancos (validados por aproximaciones
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independientes) a las 24 o 48 horas (Manuscrito en preparación, Milla ef a/). La

diferencia podría estar dada por el contexto genóm¡co de los promotores de los

genes.

[= ptcl

I c-rryc

Figura ló. Pérdida y gánancia de función farmacológica de la ví¡ Shh/Gli afectan la erpr€sión de c-
myc. A) Tratamientos con ciclopamina a 0, 6, l2 y 24 horas disminuyen la expresión de c-myc en la linea
celula¡ C3H10T1/2. B) Ganancia de función de la via Shh/Gli aumenta los niveles de transcrito de c-myc,
a las 48 horas pos*eriores al inicio del tratamiento.

Generando ahora una ganancia de función med¡ante el tratam¡ento con

purmorfamina (un agonista de Smoothened), las células se ¡ncubaron durante

48 horas con el fármaco y luego se extrajo el RNA total. Análisis de qPCR

revelaron un aumento del mRNA de c-myc al doble (Fig.168). La expresrón de

c-myc en este tipo celular al parecer es sens¡ble a act¡vación por la vía de Shh,

contrario al caso de las células en la corteza embrionar¡a E18.5. Esto podrÍa

deberse a que la regulación posit¡va por la vía de señalización ya se encuentra

en su n¡vel máx¡mo en las células de la corteza, por lo cual un tratamiento con

iigando activador no genera un aumento en los niveles de transcrito.

I c-myc

E:l ptcl
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Pérdida de función de proteínas Gli mediante uso de sñRIVA reduce la

expresión de c-myc in-vitro.

Como paso siguiente, aprovechando la disponibilidad de constructos de

expresión de small-hairpin RNAs (shRNA). se transfeciaron células C3fi Af 112

con 2 constructos que permiten la expresién de shRNA contra los productos

génicos de gl¡1 y gli2, individualmente. Luego de 48 horas post-transfección, se

procecJ¡ó a extraer el RNA completo de los cuitivos y se realizaron los análisis.

c3H10r/2";"iiÍ#é . *r_ ,

,rit',).'jr.ir "t":r_:SE lj:---*--#\ 2 Drv, Exrraccion > Rr-pcB
' :' ,-';-. +fhc!r] t',':'r:;;;;i,, t#

I c myc

E3 prcl

¡

f,

§ ..§".§ J§
Iigura t7. Pérdida dc funció¡I de proteínts Gli reduce expresión de c-m"vc en células CH3l0TIl2.
A) Diagrama de tlujo experimentai. B) rnRNA de c-m1'c se ve ¡educiclo, evaluado por R:I'-PCR C) Se

detectan meno¡es ¡iveles de rnRNA por qPCR siguiendo el misnlo protocolo experiJnental

En la Fig. 17 se muestran los productos c}e reacciones de PCR resueitos

en un gel de agarosa al 2%. Puede observarse una disminución en los niveles

de transcrito de c-myc. de mayor magnitud en el caso de glil v menor en el

,o\§
,9 §
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caso del shRNA de gti2 {,F tg 17B} Es necesario considerar que la efect¡vidad

del shRNA contra Glil es mayor que la efectividad del shRNA contra GIi2.

Para confirmar este resultado semi-cuantitativo se realizaron

experimentos de qPCR sobre muestras generadas mediante transfeccjón

ahora de ambos constructos de expresión de shRNAs. en los que se observa

una reducción de un 50% en la cantidad de transcrito de c-myc (Fig. 17C).

En conjunto, esios experimenios hablan no sólo de una regulación de la

expresión de c-myc por la vía de Shh. sino también de un efecto específico

mediado por proteínas Gti y adicionalmente un reouerimiento de proieÍnas Gli

para mantener la expresión de c-myc.

Regiones de unión a Gli vatidadas en carteza embrionaria de ratón no

generan una respuesta transcripcional in-vitro, en la línea celular

c3H1071t2.

Existiendr: unión de proteínas GIi al menos a una secuencia del

promotor (5.gkb río arriba, Fig.14) y, considerando el efecto de la pérdida de

función específica de las proteínas Gli sobre la expresión de c-myc falta aún

por abordar la suposición de que dicha secuencia es capaz de mediar la

expresión de genes. c-m\lc en este caso.

En primera ¡nstancia se clonó una región que abarca desde

aproximadamente -3 4 kb hasla -5 1kb del promotor de c-myc Esta fue
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utilizada para generar un constructo reportero luciferasa que permite evaluar su

capacidad de modificar transcripción en un modelo in-vitro de respuesta a la

vía de Shh/Gli

>(@
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Figur¿ 18. Estrategia de tlonauiento de plásmido repoltero. involucrardo región 5.1-3.'lkb
(denorninada como "distal"). ItagmeDtos ampliticados por PCR flreron selcccjo¡ados por critedo de

t¡rüañ.) v ligados con el veoor pBluescripl SKII Ei éxito de la misma se contirmo por Pat.ón de

digesrir.rl. aiir¡riificacion ciiir paliirlores inlerr¡tis clei i¡¡se¡to y secuenciaeiótt E1 prorluctu iligericio fuc

ligado a su vcz co¡ el vector de erpiesión reponero. rio a¡¡iba de un promotor mínimo SV40 mediando

expresiór de luciferasa.

Como control posilivo se utilizó el constructo GBS-Luc (gliBS), que

contiene 8 cop¡as de un s¡t¡o funcional de uniÓn consenso a factores Gl¡ río

arr¡ba de un promotor mín¡mo acoplado a Iuciferasa, que responde fuertemente

a act¡vación por faciores Gli (Sasaki et al., 1 997). Como conirol negativo se

transfectó una forma mutada del constructo reportero gl¡BS-Luc (gliBSmut) que

sólo presenta activ¡dad del promotor mínimo sin regulac¡ón mediada por
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proieÍnas Gli ya que ¡os sitios de uniÓn han sido ¡nactivados mediante

sustitución de bases

Comparando los niveles de luminosidad cuantrficados, no se observan

variaciones en los niveles de luminosidad al transfectar el plásmido reportero

en conjunto con vectores de expresión para las proteÍnas Glil y Gli2 (Fig 201

I
I
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Figrrra 19. Estrategia de (lon¡miento para sitio 5.9kb rio al rit¡a del sitio de inicio de la

transcripcién de c-myc, La estrategia fue la ürisma que ia usada para el constructo anterior, excepto por

la amplihcaciór de una regiór más pequeiia. de 201 pares de bases.

Adicionalmente. el sitio de unión -5.9kb del promotor de c-myc también

fue clonado en un vector reportero luciferasa (Fig t 9) pero en este caso

tamgoco se vieron diferencias al co{ransfectar con vectores de expresión de

glil y gli2 (Fig.20).

Estos experimenios se realizaron en condiciones de bajo suero, para

permitir evaluar la ganancia de actividad de la vía Shh/Gli. Esta salvedad se

cons¡dera debido a que el medio enriquecido en suero en que crecen estas
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células (10% suero) activa en gran medida la via de ShhlGIi. lo que genera un

aumento del ruido en las mediciones de actividad luciferasa en los cultrvos.

l'igrrra 20. Ensayos de luciferasa para regiones regul¿rtori¿rs "di§tal" (-5.1'3.'lkb) y 5'9kb del

pr;motor de c-myc de ratón. Las cé1ulas t¡ansfectaclas fueron mantenidas por 48 hrs post-traosf'ección v

lLrego lisadas p:tro ¡nerii¡ rctir,irlad lucile¡asa.

Estos resultados establecen que pese a existir unión de proteínas Gli l,-

vivo en la corteza embr¡onaria, estos sitios no son capaces por sí solos de

inducir expresión del reportero. Algunas posibles explicaciones para esto

serían que los sitios requirieran de sinergia con otras secuencias para poder

tener efecto sobre la transcripción o que simplemente esta unión no fuese
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funcionalmente activa. La existencia de t¡n sitio de regulación negativa dentro

de las secuencias clonadas es una pos¡bilidad también.

Et numero de cétutas c-myc posifrvas r?o se ve afectado en modelos de

medutobtastoma, ganancia de función de la vía de Shh/Gli

Se buscó mirar la relación enire Shh y c-myc en el contexlo eie la

enfermedad. Para esto el modelo escogido fue el meduloblastoma, un agresivo

tipo de cáncer infantil del SNC que afecta el cerebelo y cuyo origen (en un alto

porcentaje de los casos) involucra ganancia de función de la vÍa Shh/Gli.

Existiendo una fuerte expresión de c-myc en los precursores granulares

cerebelares en estadíos postnatales tempranos (Ruppert et al., 1986), se

tomaron ratones postnatale§ de 7 días de edad (P7) y se realizé r.r n cultivo

primario de estas células (en activa proliferaciÓn en respuesta a Shh, ver

introducc¡ón) En la figura 21 se dtagrama el protocolo seguido tanto pafa

cerebros con tumores como para cerebros controles de la misma camada.

No se observaron diferencias significativas en el número de células c-

myc positivas (Fig.21), evaluado por inmunofluorescencia. Sí se observó un

aumento del n[rmero de células glil positivas, concordante con la ganancia de

función en tejidos del cerebelo postnatal
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figurl 21. Núrmero de células c-nryc positivas se martiene constante err modelos de ganarcia de la
vía Shh/Gli er el cerebelo postnatal. A) Esquema del protocolo e\perimeirtal B) El nirtnero de células

c-rl,r,c positiYas no se ve alterado en precursores grauulares del cerebelo en e§tadio P7.
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DISCUSIÓN

El objetivo del presente trabajo, la validación de genes blanco de la vía

de señalización Shh/Gli, ha cobrado particular relevancia en los últimos años,

debido a la variedad de procesos (y defectos asoc¡ados) que ésta regula

durante el desarrollo embrionario y adulto. El hecho de que algunos de estos

genes puedan ser considerados pivotales para el normal desarrollo embrionario

y su relación con la vía Shh/Gli genera un interés adicional.

La comprensión actual de la vía presenta el dogma de que las proteínas

Gli deben unirse a sitios relativamente conservados dentro del genoma para

poder ejercer algún efecto sobre Ia transcripción de genes blanco, y que el

balance entre proteínas Gli activadoras o represoras determina el uso de estos

s¡tios en la regulación génica (positiva o negativa, respectivamente).

Sin embargo, en el último par de años han estado surgiendo evidencias

en la literatura respecto a que dentro del sitio de consenso originalmente

descrito (GAACCACCCA, (Sasaki et al. 1997)) existiría un núcleo de unión a

proteínas Gli capaz de retener la capacidad de unión aún en presencia de

mutaciones en bases de la secuencia consenso. Más aún, mutaciones

puntuales dentro del sitio de unión tienen como efecto una reducción en la

afinidad y en la capacidad de activación/represión pero esto no vuelve el sitio
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no funcional para ejercer un efecto sobre la transcripción (Winklmayr et al.,

20'10), al menos en ensayos in-vitro.

EI modelo de pez cebra, dentro de sus ventajas, contempla la posibilidad

de visualizar en detalle la organogénesis y crecimiento de estructuras del

sistema nervioso central. Pese a no permitir mayores generalizaciones en

muchos casos debido a su distancia de divergencia génica con otros modelos

vertebrados, en otros aparece como un buen modelo para evaluar fenotipos

letales tempranos o de alta dificultad técnica en otros modelos, como lo son la

pérdida o ganancia de función en el desarrollo del SNC. La posibilidad de que

los embriones mutantes de pérdida de función de la vía Shh/Gli sobrevivan

hasta estadíos tardíos del desarrollo embrionario permite analizar el desarrollo

de estructuras dorsales del SNC.

En la situaclón silvestre, es posible detectar el mRNA de c-myc en

regiones bastante discretas dentro del SNC, en particular del ojo, del tectum

posterior y del cerebro anterior.

Considerando que d¡chos territorios son mitóticamente muy activos en la

ventana temporal 24-72hpf , el encontrar altos niveles de expresión de un

importante regulador del ciclo celular como lo es c-myc no presenta mayor

sorpresa. En particular destacamos las zonas proliferativas del tectum y el ojo'

donde se encuentran concentradas las élulas positivas para marcadores de

proliferación (como H3-P o BrdU). En el caso del tectum óptico, las élulas en

división en la ventana temporal 24-60 hpf requieren activación de la via de
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Shh/Gl¡ para mantenerse m¡tóticamente activas, v¡éndose severamente

disminuidas en condiciones de pérdida de función tanto genética como

farmacológica de la vía (Feijóo et al., 201 1).

Al observar al mutante smu en estad ío 24 hpf no se observan mayores

diferencias en los niveles o dominios de expresión, situación que se ve

revertida en el estadío 48 hpl donde la expr:esión en el SNC de c-rnyc está

ausente por completo.

El hecho de que este efecto sea observable de manera completa en casi

todas las regiones (excepto el ojo, donde es parcial) plantea la interrogante de

qué otras señales podrían estar regulando la expresión de dicho gen en ese

lugar en ese momento (de manera contexto dependiente), Io que es apoyado

por la ausencia de un fenotipo claro de la pérdida de función de la vía Shh/Gli

en el estadío 24 hpf. Esta idea se ve reforzada por la relación existente entre

Wntl y los procesos de neurogénesis en el cerebro medio posterior de pez

cebra (Amoyel et al., 2005), y el rol que se le atribuye a Wntl en la

proliferación del cerebro medio-posterior de ratón (Panhuysen et al., 2004).

Además de esto, ensayos de secuencias regulatorias y de sobreactivación

muestran que el promotor de c-myc en ratón posee elementos de unión

func¡onales tanto de F-catenina como de APC (He et al. 't 998), relación que, de

estar conseryada en pez cebra, podría dar luces sobre una señal alternativa a

la vía Shh/Gli.
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Datos obtenidos en el laboratorio muestran que en el caso de las 3

líneas mutantes usadas, Ia proliferación se ve severamente disminuida en la

ventana temporal 24-60hpf en el tectum, sin que esto tenga mayores efectos

sobre el establecimiento de las estructuras (evaluado por expresión de

marcadores de territorio SNC, Feijoó et al. 2011). Sin embargo, pese a verse

reducida en estos mutantes aún existe proliferación en esos territorios, lo que

apoya la interpretación de la disminución en el número de élulas c-myc

positivas como consecueneia de la inactivación de la vía de señalización

Shh/Gl¡ y no necesariamente debido a que las células no estén proliferando en

ese estadío. Ya se han esiablecido los efectos de ganancia y pérdida de

función de c-myc sobre progenitores neurales, donde la ganancia promueve

proliferación y la pérdida de función de c-myc la disminuye, evaluado mediante

el uso de un constructo que expresa una forma dominante negativa (Fults et

a|.,2002; Kim et al., 2009).

Los fenotipos de los mutantes dfr y yot agregan una faceta de

interpretación adicional, ya que ambos tienen fenotipos bastante evidente§ en

expresión de c-myc (aunque no tan marcados como el caso del mutante smu),

siendo el fenotipo dtr más marcado que el yol. Ya se ha planteado la

posibilidad de que en el pez cebra la activación génica mediada por factore§ de

transcripción Gli en su forma activadora depende en gran medida de Gtil

(Karlstrom et al., 2003), contrario a lo observado en e modelo de ratón donde
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Gli2 parece ser el factor Gli de función preponderantemente activadora (Ding et

al.,'1998).

El hecho de que los mutantes dtr y yot (a nivel de efectores

transcripcionales), tengan un fenotipo similar al de la pérdida de función a nivel

de membrana, nos permite plantear la especificidad del fenotipo a la vía de

Shh/Gli. Dicha especificidad se ve apoyada adicionalmente por resultados

obtenidos previamente en el laboratorio, donde una ganancia de función

mediante la electroporación de ARNm de G/il es suficiente para inducir

expresión de c-myc, en células del tectum y ojo en la transición entre los

estadíos 24-48 hpf, en un trasfondo mutante smu (datos no publicados,

Gustavo Cerda et al.).

Considerando todo lo anterior, podemos plantear que el efecto de la vía

de señalización sobre la expresión de c-myc en el modelo del SNC del embrión

de pez cebra es dependiente de la vía de señalización Shh/Gli, y en particular

de Ia función activadora de las proteínas Gli (Gli1, en este caso). No podemos

excluir, sin embargo, que parte de este efecto se relacione con Gli3 y una

menor unión al promotor en condiciones de activación de la vía.

Además de lo anterior, al revisar las regiones río arriba (1Okb) y dentro

del primer intrón de c-myc enconlramos secuencias muy similares a GIiBS

repetidas, lo que da un sustento mecanístico a esta relación que plantea el

trabajo.

61



En la literatura se encuentra descrito, de manera extensa, que la

conservación funcional génica tiene una componente estructural a nivel de

secuenc¡as enhancer, por lo que el estudio de la presencia (y funcionalidad) de

GIIBS en regiones prox¡males al promotor de c-myc arroja una mayor

información respecto al tema de la conservación de la regulaclón.

El hecho de que secuencias GIiBS en el promotor de c-myc en el

genoma de ratón unan proteínas Gli, zanja una de las condiciones necesarias

para plantear una regulación por parte de la vía de señalización, en el SNC

embrionario. Ensayos preliminares muestran que en el caso de la línea celular

CH31}T 'lD no existe unión diferencial de proteínas Gli a ninguno de los sitios

ensayados, lo que fortalecería la interpretac¡ón de la regulación contexto

dependiente de c-myc mediada por la vía de Shh/Gli. Dicha regulación no

resultaría de la mera unión de proteínas Gli a un único sitio de unión, sino que

podría involucrar otros sitios o el reclutamiento de cofactores para poder tener

lugar. Las diferencias observadas en la ganancia de función entre la línea

celular C3H10T1|2 y las células de crrteza embrionaria permite plantear la

posibilidad de diferentes contextos. Pese a ello, el que sí exista una reducción

importante en los niveles de expresión al t!"atar con shRNAs para las proteínas

Glil y Gli2, lleva a pensar en la funcionalidad de otros sitios diferentes en esta

situación, cuya actividad se vería reducida al reducir los niveles de proteína Gli

disponibles en la eélula. Una explicación alternat¡va involucra otras señales

putativas que podrían estar regulando la expresión de c-myc en este tipo
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celulár, inmortalizado y no necesariamente representativo de la situación rn-

vr'vo ya observada en la corteza embrionaria de ratón.

El hecho es que c-myc se comporta como un gen blanco de la vía,

donde se observa una reducción en su expresión en la pérdida de función y un

aumento de transcrito en condiciones de ganancia de función en el tipo celular

C3H10T1/2. Además, la disminución de mRNA de c-myc observada en las

transfecciones con los constructos de shRNAs involucra específicamente a las

proteínas Gli en su regulación. El hecho de que la pérdida de función

(farmacológica) en explantes también reproduzca la expresión reducida de c-

myc, da pie para plantear la existencia de este mecanismo regulatorio en un

contexto menos artefactual que una línea celular inmortalizada.

Un sitio de unión a Gli no necesariamente es suficlente para generar una

respuesta transcripcional en los constructos reporteros como ocunió en este

caso con el sitio 5.9kb, lo que ya ha sido reportado en la literatura (Lee et al.,

2O1Oll. La necesidad de secuencias adicionales, variabilidad contexto-

dependiente, ausencia de cofactores o requerimientos posicionales aparecen

como algunas posibles explicaciones para este resultado.

Por otro lado, para considerar la funcionalidad de regiones amplias que

pudieran contener sitios para otros factores de transcr¡pción o cofactores

necesarios para la actividad de los factores Gli, se realizaron los ensayos de

luciferasa con la región de 1.7 kb, que contiene sitios de unión consenso y no

consenso. No se observó una variación en los niveles de expresién del
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constructo reportero acoplado a luciferasa, lo que indica que esta región

tampoco es suf¡c¡ente por sí sola para regular la expresión de c-myc, aún con

una disponibilidad de proteínas Gli mucho mayor a la fisiológica (inducida por

cotransfección con vectores de expresión).

Esto, sin embargo, no se contradice con los resultados obtenidos

mediante la inmunoprecipitac¡ón de cromatina, ya que la literatura muestra

variados ejemplos de genes que presentan una sinergia entre sitios de unión

para distintos factores de transcripción en sus regiones regulatorias (Carey,

't998). Un análisis genómico más detallado y que abarque mayor número de

factores de transcripción podría arrojar luces sobre esta especulación.

Aún más, recientemente ha sido eomprobado que el sitio de unión

consenso a Gli descríto inicialmente, GAACACCCA (Sasaki et al. 1997), es

capaz de unir proteínas Gli aún en presencia de distintas mutaciones puntuales

dentro de su secuencia, lo que tiene efectos tanto sobre la afinidad como la

actividad del sitio (Winklmayr et al., 2010).

El hecho de que existan sitios de unión para otros factores de

transcripción, dentro de las secuencias analizadas río arriba del gen c-myc

tanto en el genoma de pez cebra como el de ratón, no hace sino poner en

evidencia la firme regulación a la que está sujeta la expresión de este gen, de

la cual hay múltiples ejemplos en la literatura (Meyer and Penn, 2008b).

Se hacen necesarios experimentos de inmunoprecipitación de

cromaüna, en conjunto con la secuenciación de los frágmentos obten¡dos
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(ChlP-Seq), para identificar sitios difíciles de establecer en búsquedas

informáticas. Es.to entregarÍa bastante información adicional por sobre la

aproximación puntual que se consideró en este trabajo.

El medulohlastoma c.orno modelo de crecimiento anómalo gatillado por

una ganancia de función de la vía Shh/Gl¡ en un tipo celular específico

(precursores g ranr-r lares), fue elegido pa!'a ensayar !a r^egulación de *mye

debido a que las élulas que responden a Shh en el cerebelo son las mismas

que exBresan fuertemente e:rnvc mientras. se eneLle--nt!"an mitóficamente aetivas

(Ruppert et al., 1986). Estas mismas células, sin embargo, expresan también

otro miembro de la familia m\!c'. n-mye, que ha sido validado como gen blanco

de la vía por diversas aproximaciones independientes, incluidos experimentos

de epistasls y regiones !"egulatories (earroll et al,, 2003, Hallikas et al-, 2006)

Es más, n-myc es requerido para la proliferación y crecimiento anómalos en el

c€rebelo una vez activada !a vía Shh/Gli. Pera el ceso de c-myc. sin embargo,

el número de células no se ve afectado aún cuando el número de células con la

vía de ShhlGli constitutivamente act¡va (evaluado mediante marc.aje contra

Glil) sí se ve aumentado s¡gnif¡cativamente.

Una explicación posible permite argumentar que siendo esta regulación

contexto dependiente, el contexto del desarollo del cerebelo simplemente no

involuera regulaeién de c-mye por la vía de Shh. Otra explicaeién alternativa

considera la alta redundancia funcional que existe entre c- y n-myc, donde
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posiblemente n-myc fue evolutivamente reclutado como efector de la vía en

esos p!'ocesos de erecimienlo.

Pese a lo anterior, está reportado que c-myc coopera con la vía Shh a

nivel fenotíplco, aumentando la tumorigenicidad (Rao et a!, 200.3), pero esto e§

atribuible a efectos de c-myc independientes de la vía de señalización de

Shh/Gli, más relacionados con un ro! en la conformación o estado de la

cromat¡na sobre progenitores neurales (Wey and Knoepfler, 2010).
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CONCLUSIONES

Podemos concluir que tanto en el modeio de pez cebra como en el

modelo de ratón, alteraciones en la vía de señalización de Shh/Gli tienen como

consecuencia alterac¡ones en la expresión de c-myc. Disminuciones en la

actividad de la vía Shhlcli, genétiea en el caso del pez cebra y farmacológiea

en el caso de la corteza de ratón, generan a su vez disminuciones en los

niveles de ARNm de c-myc. Ganancia de función de la vía en células murinas

tiene el efecto contrario, aumentando los niveles de transcrito de c-myc.

Cabe considerar que los datos de pérdida de función de proteínas Gli,

genética en pez cebra e in-vitro mediante el uso de shRNA en ratón, validan un

mecanismo de r"egulación de la expresión de c-m¡tc a través de los factores Gli.

Existe además unión de factores Gli a al menos un sitio de unión presente en

las regiones regulator"ias del promotor de c-myc (-5.9kb), en la neocorteza

embrionaria tardía (E18.5). Este sit¡o por sí solo, sin embargo, no sería

suficiente para mediar la transcripción de un constructo !"eportero en una línea

celular, por lo cual no podemos descariar una contribuc¡ón indirecta a la

regulación de c-myc por la vía de señalización Shh/Gli
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