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Resumen

El mitbgeno Sonic hedgehog (Shh) participa en el desarrollo del Sistema
Nervioso Centrai (SNC), jugando un rol ciave en ia proiiferacion de
progenitores neurales, entre otros. C-myc es un potente proto-oncogen y
reguiador dei crecimiento durante ei desarroiio. Recientemente, identificamos a
c-myc como un blanco putativo de la via de sefializacién Shh/Gli, mediante
ensayos de microarregios de ARN.

El objetivo de este trabajo es determinar si la via de sefalizacién Shh/Gli regula
ia expresion de c-myc a través de actividad transcripcionai Gii en ei promotor
de c-myc. Analisis bioinformaticos predicen la existencia de secuencias de
union a Gii en ios promotores de c-myc tanto en pez cebra como en raton.
Embriones de peces mutantes para componentes de la via de sefializacion
Shh/Gli muestran expresion de c-myc reducida en el SNC, especiaimente en ei
tectum dptico y el ojo en desarrollo. Mediante ensayos de Inmunoprecipitacion
de cromatina (ChiP) fue posibie observar unién de proteinas Gli1 y Gii3 a una
regién 5,9kb rio arriba del sitio de inicio de la transcripcion en neocorteza
embrionaria de raion de 18,5 dias de edad. Experimentos de ganancia y
pérdida de funcion farmacolégicas muestran variaciones en los niveles de
expresion de c-myc, tanto en explantes de neocorteza como en una iinea
celular. Esta region de 5,9kb, sin embargo, no es suficiente para promover

expresion de un constructo reportero iuciferasa.
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Abstract

The mitogen Sonic hedgehog (Shh) participates in the development of the
Centrai Nervous System (CNS), piaying a centrai roie in neurai progenitor
proliferation. C-myc is one of the most potent proto-oncogenes and growth
reguiaiors during development. Ve recentiy identified c-myc through microarray
screenings as a novel target gene of the Shh pathway.

The aim of this work is to determine whether the Shh signaiing patnway directiy
regulates c-myc expression through Gli transcription factor activity in the c-myc
promoter. Bioinformatic anaiysis predicis Gii-binding sequences in the c-myc
promoter in both zebrafish and mouse. Zebrafish mutant embryos for Shh/Gli
pathway componenis show reduced c-myc expression in the CNS, specificaily
the tectum and the eye. Through chromatin immunoprecipitation (ChiP)
experimentis conducied in mouse embryonic day 18.5 neocoriex, we show in-
vivo binding of Gli1 and Gli3 proteins to a region 5.9kb upstream of the
transcription start site of c-myc. Shh/Gii pharmacoiogical ioss- and gain-of-
function affects c-myc expression in explants from the same tissue, and also in

-i-- . -~

Shih-responsive fioroblasts. This 5.9kb region, however, is not sufficient o
promote expression of a luciferase reporter construct. Further wide-spectrum

anaiyses (iike ChiP-Seq) might shed light over non-canonicai active siies.



introduccion

Ei desarrolio embrionario es un proceso gue contempla ia secuencia
coordinada de una serie de eventos tanto genéticos como epigenéticos, que
tienen como consecuencia ia conformacion de un organismo.

La actividad génica es consecuencia de una integracion de sefiales a
nivel celular, sefales tanto intrinsecas como exirinsecas. La variedad de
sefiales y su participacion dentro del cuadro completo de las respuestas
celulares continian siendo analizadas de manera exhaustiva para poder lograr
un mayor entendimiento de los procesos de crecimiento y proliferacion de las
céiuias eucariontes. Dentro de estas sefales podemos destacar algunas, como
son las proteinas secretadas y las interacciones celula-célula. La integracion de
estos eventos de sefalizacion molecular tiene como resultado un estado
celular, consecuente con las condiciones ambientales e intrinsecas de la
célula. Existen vias de sefalizacion, conservadas en las céiulas eucariontes,
que cumplen roles similares durante el desarrollo embrionario y el crecimiento.

Una de estas es la via de sefializacion de Sonic hedgehog (Shh)/Gii.



Sonic hedgehoq vy sus funciones en ei desarroilo

Ei gen hedgehog (Hh) fue iniciaimente ideniificado en Drosophila
melanogaster, en el contexto de una busqueda de mutaciones con fenotipos en
el patron corporal y polaridad de segmentos embrionarios (Nussiein-Voihard
and Wieschaus, 1980). Posteriormente fue relacionado también con el
establecimiento de patrones en ios discos imaginales. Se encontrd que Ia
proteina Hedgehog codificada por dicho gen participaba como ligando del
receptor de una cascada de sefializacién, que involucra una serie de proteinas
de membrana y citoplasmaticas y tiene efectos tanto positivos como negativos
sobre la actividad génica de ciertos genes (ingham et ai., 1991).

Estudios posteriores demostraron la existencia de 3 genes homologos
en ratén (M. muscuius), denominados Sonic hedgehog, indian hedgehog (ihh)
y Desert hedgehog (Dhh). Estos se han relacionado con diversos procesos en
el desarroiio. Por ejemplo, Ihh es clave en el desarroiio 6seo (Hammond and
Schulte-Merker, 2009; Joeng and Long, 2009), Dhh en el desarrollo de
génadas mascuiinas y mielinizacion de axones periféricos (Muir, 2009), y Shh
se ha vinculado al desarrollo de estructuras del sistema nervioso central (SNC),
mantencion de céiuias troncales neurales adultas, desarrollo hepatico vy
formacion de extremidades, entre otros (Palma et al., 2005; Donovan and Dyer,
2005). En tanto, en pez cebra, existen al menos 5 homdiogos de Hh (Fig.1)

(Ingham and McMahon, 2001). Cabe destacar que la participacion de los
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ligandos Hedgehog en estos procesos esta altamente conservada en diversos
modelos vertebrados (Ingham and McMahon, 2001; Huangfu and Anderson,
2008).

Los procesos celulares en los que participa Shh descritos hasta el
momento incluyen proliferacion, diferenciacién, muerte celular, generacion de
patrones (patterning) y guia axonal, entre otros (Marti and Bovolenta, 2002; Jia

and Jiang, 2006).

(——————Human Shh Lo
Rat Shh
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chick Shh
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T
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Figura 1. Relaciones filogenéticas de miembros de la familia de proteinas Hh en diferentes especies
de animales. Los colores indican similitud en secuencia/conservacién de los genes. Adaptado de
{Tngham and McMahon, 2001).

(%}



Esto ha podido ser confirmado por estudios in-vitro e in-vivo, i0s que han
permitido entender mejor como funciona esta via de sefalizacién. En la célula
existen receptores de membrana, como las proteinas Patchedi (Pic1) vy
Patched2 (Ptc2) que son capaz de unir a la proteina Shh, y otra proteina
denominada Smoothened (Smo) que es requerida para la mediacion de la
respuesta, a través de un complejo proteico citoplasmatico que incluye al
menos a las proteinas Suppresor of fused (SuFu) y a los factores de
transcripcion Gli (Fig.2) (Varjosalo et al., 2006). En Drosophila este complejo
también integra a ia quinesina Costai2 (Cos2) vy a la quinasa Fused (Fu),
siendo el complejo activo imprescindible tanto para el clivaje de la proteina Ci
como para su transiocacion al nicieo (Lum et al., 2003).

Las proteinas Gli son factores de transcripcion del tipo "dedos-de-zinc",
de airededor de 140 kiloDaiton (kD) y 1000 aminoécidos. Son 3 ios homologos
en el clado de los vertebrados (Gli1, Gli2 y Gli3) de una Unica proteina presente
en Drosophila, la proteina Cubitus interruptus (Ci). Estas proteinas Gii poseen
una funcion activadora o represora de la transcripcion, segun el estado de
clivaje en que se encuentren. En vertebrados, las formas completas (full-iength)
son activadoras en tanto formas con clivaje del extremo carboxilo terminal
(short-length) ejercen actividad transcripcional represora sobre genes blanco
(Ruiz i Altaba et al., 2007). Se han ademas descrito sitios de reconocimiento
para fosforilacién por al menos 3 quinasas independientes, GSK3-8, PKA vy

CKI, siendo esta triple fosforilacién necesaria para reclutar a la ubiquitina-ligasa



Siimb vy ia posterior protedlisis mediada por proteosoma que genera estas
formas clivadas de las proteinas Gli o Ci (Jia and Jiang, 2006). También
poseen dominios conservados de reconocimiento para HIB (Hh-induced MATH
and BTB domain-containing protein), que catalizan ubiquitinacion tanto de

proteinas Gli como de Ci (Jiang, 20086).
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Figura 2. Esquema de Ia via de seiializacién de Shiv/Gli en vertebrados, en su forma canénica de
regulacién de expresién génica. A) En ausencia de ligando, Ptcl bloquea el ingreso de Smo al cilio
primario, bloqueando efectivamente la actividad de la via de sefializacion. Esta disminucién de la
actividad se observa por el aumento de formas represoras Gli en el citoplasma y consecuentemente
el niicleo. B) El caso contrario, al existir unién de ligando Shh a Ptcl, permite la liberacion de la
represion que ejerce Ptcl sobre Smo, lo que tiene como consecuencia el procesamicnto a formas
activadoras de las proteinas Gli y la subsecuente activacién en la expresion de genes blanco, como
Ptcl o Nkx2.2. Otros componentes de membrana como HHip, Gasl, Cdo y Boc ejercen regulacién
adicional sobre la activacion de la via. Adaptado de (Ribes and Briscoe, 2009)

El modelo actual de la via Hh en vertebrados incorpora ciertas
particularidades como la ubicacion preferente de algunos componentes de la
via en el cilio primario (Corbit et al., 2005, Michaud and Yoder, 2006; Goetz and
Anderson, 2010). El cilio primario es un compartimiento subcelular que ha
cobrado gran relevancia en los UGitimos 10 afios, considerandose en la

actualidad un centro de sefalizacién para la via Hh (Goetz and Anderson,
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2010). La interaccion de proteinas participantes de Ia via de Hh (como Shh)
con otros componentes de membrana como proteoglicanos o heparansulfatos
{Ma et ai., 2008), permiten fortalecer mecanismos de feedback negativo y
feedforward positivo descritos (para Gli1 y Ptc1, en particular) (Ruiz i Altaba et

al., 2007).

Shhi/Gii en el desarroiio dei SNC

La participaciéon de la via candnica Shh/Gii en el desarrollo embrionario
del SNC se relacioné primero con el patterning en el embrion temprano y
establecimiento dei eje ventral dei tubo neural. Sin embargo, posteriormente se
validd un papel de Shh/Gli como sefial mitogénica en el SNC dorsal durante la
embriogénesis tardia, como factor de sobrevida e inciuso como participante en
guia axonal (Jia and Jiang, 2006). Su rol en el crecimiento de algunos organos
y de las estructuras dorsales dei SNC ha sido descrito en extenso en ia
literatura (Ruiz | Altaba et al., 2001; Palma et al., 2005; Sansom and Livesey,
2009), siendo la actividad de la via imprescindible para la mantencion de
progenitores y células con propiedades troncales no solo en el cerebro sino
también en otros tejidos como la piel, el puimdn y el pancreas (Barakat et al.,
2010). Esta funcion en el desarrollo y crecimiento también tiene una faceta de
gran relevancia clinica: el cancer. Esto porque existen diversos tipos de cancer

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

o



el cancer hepatico (higado) y giiomas (SNC), por mencionar aigunos, cuyo
origen se atribuye a alteraciones genéticas en la actividad de esta via de

senalizacion (Katoh and Katon, 2009).

Shh en desarrolio de cerebeio

Ei cerebelo de ratdén es un ejemplo de crecimiento mediado por la via
Shh/Gli, ya que durante el desarrollo del cerebelo embrionario se establece una
poblacion que responde a la via de senalizacién de Shh/Gli (entre otras
sefiales), los precursores granulares cerebelares, que mantienen un estado
proliferativo activo en una estructura laminar pial denominada capa granular
externa (EGL, por sus siglas en inglés para External Granular Layer). Hacia las
2 semanas después del nacimiento, esta capa comienza a disminuir su numero
de células y finalmente, hacia las 3 semanas después del parto, cesan de
proliferar (Behesti and Marino, 2009). Las células generadas por estos
progenitores migran hacia las regiones mas internas del cerebelo
estableciendo ia Capa granular interna (IGL, siglas en inglés internai Granuiar
Layer), donde finalizan su diferenciacion y terminan de establecer la estructura
laminada caracteristica del cerebelo (Carletti and Rossi, 2008).

Alteraciones en la via de sefializacion de Shh/Gli o en la capacidad de
responder adecuadamente a sehaies mediadas por ia misma que tengan un

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



consecuencia una excesiva proliferacion de estos progenitores, con un
subsecuente crecimiento andmalo del cerebelo y aumento en incidencia de
medulobiastoma (cancer cerebelar) (Yang et al., 2008). Las ceiulas troncaies
de la zona sub-ventricular (SVZ, por sus siglas en inglés) también tienen esta
capacidad de generar tumores en condiciones de alteracion de ia via ShhiGii.

Por otro lado, se ha descrito un nimero de efectores génicos rio abajo
de los factores Gli cuya activacion o inhibicién involucra la union de factores de
transcripcion Gli a determinadas regiones del genoma (Muller and Basler,
2000), en secuencias consenso de unidén a Gii (GBS) (Sasaki et al, 1997).
Estas secuencias consideran 9 pares de bases consecutivos (GAACACCCA,
en ratdn), que permiten ia union de ias diferentes proteinas Gii en vertebrados.

Pese a existir un gran nimero de genes cuya expresion se ve alterada
en concordancia con alteraciones de la via de sefializacién Shh/Gli, sélo una
veintena de ellos han sido validados a nivel genémico-funcional, como lo son
los genes de CiclinaD1, N-myc, Pte1, Hhip y Gii1, por ejempio. Junto con éstos,
existen muchos candidatos producto de busquedas tejido especificas en
cerebelo (Yoon et al., 2009; Lee et al., 2010).

N-myc es un blanco de la via Shh/Gli en el desarrolio del SNC, con roles
en ia respuesta proiiferativa de precursores. Su actividad es imprescindible
para el normal desarrollo de estructuras como el cerebelo o la corteza
(Knoepfler et al., 2002), pero también para la progresion del crecimiento

anémalo en condiciones de alteracidn génica (Kenney et al., 2006). Existen, sin



embargo, otras proteinas de ia misma familia involucradas en el desarrolio,

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

C-myc v el ciclo celuiar

Descrita en primera instancia en D. melanogaster, la pérdida de funcion
tras el fenotipo mutante diminutive fue localizada posteriormente en el gen
Drosophifa myc (dmyc) (Schreiber-Agus, 1997). Estudios de mosaico lo han
relacionado con la proliferacién, el crecimiento y tamafo celulares
(Schuhmacher et al., 1999, Johnston et al., 1999). En el clado de los
vertebrados, se han descrito al menos 3 homologos del gen myc de Drosophila:
mielocitomatosis celular (c-myc), n-myc (derivado de neurobiastoma) y I-myc
(Zimmerman et al., 1986).

La proteina codificada por este gen consiste en un dominio de
transactivacion (TAD) en el extremo amino terminal, requerido para el
ensambiaje dei compiejo de activacion transcripcional, un dominio cierre de
leucina hélice-vuelta-hélice basico (HLH-LZ) imprescindible para la union a
ADN e interaccion con otras proteinas, y 4 secuencias denominadas “cajas
Myc™ (MB, del inglés Myc Boxes), relacionadas con funciones como
degradacion de la proteina (MBI), apoptosis (MBIii) y otros.

Por otro lado, la regulacion de la expresion de este gen fue inicialmente

descrita en el contexto de diversos tipos de cancer, y luego individualizada en



sitios de unién funcionaies a Tcf-4 en el promotor (He et al., 1998). Ademas de
esto, desregulaciones en variadas vias de sefializacion (PDGF, HGF, EGF y
otros) tienen como consecuencia un aumento en ia expresion o estabilizacion
de la proteina (Meyer and Penn, 2008a).

Los genes de la familia Myc se encuentran activados en un gran numero
de tipos de cancer en humanos, alteraciones que pueden deberse a
mutaciones puntuales, ampiificacion génica, sobreexpresion o aumentos en ia
estabilidad de la proteina. En la Tabla 1 se listan los tipos de cancer
relacionados con alteraciones en genes Myc (Vita and Henriksson, 2006).

Inicialmente aislados a partir de tejidos completamente diferentes, se ha
podido establecer que no solo existe una similitud estructural muy importante
entre ellos (Fig.3) sino también una redundancia funcional (DePinho et al.
1987). Esto fue comprobado mediante ia insercion de c-myc en el locus de n-
myc, lo que tuvo como consecuencia una importante reduccion en el fenotipo

~

del knock-out de n-myc (Malynn et al., 2000).
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Figura 3. Conservacién evolutiva del gen c-myc en vertebrados. (A) Arbol filogenético de
conservacion de la regién codificante del gen c-myc, cajas en verde denotan identidad de regiones
(Ensembl.org, 2010). (B) Alineamiento de la proteina c-myc con la proteina n-myc, en sus formas
presentes en ratén y humano. Se aprecia una gran similitud entre ambos, con sélo algunos dominios
diferentes. TAD: dominio de transactivacién, NLS: sefial de localizacion nuclear, BR: region
basica, HLH-LZ: cierre de leucina hélice-asa-hélice.

C-myc actia en el ciclo celular y, en particular, se ha relacionado
directamente con la transicion G1/S, la fase G2 y con salida del ciclo celular
conducente a apoptosis (Fig. 5) (Nilsson and Cleveland, 2003). Adicionalmente,
se han descrito relaciones con otras proteinas del ciclo como lo son p53, p27 y
E2F (Leone et al,, 2001). Estudios a gran escala han permitido encontrar un
gran nimero de genes (mas de 1000) cuya expresion responde a un aumento

en la proteina c-myc (Fig. 4). Esto configura una compleja red de sefiales,

algunas directas y algunas secundarias.
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Figura 4. Agrupacién de conjuntos funcionales de genes blancos del factor de transcripcion c-myc.

Se estiman en mas de 1500 en la actualidad (2010). Nombres en rojo indican sobrerrepresentacion

estadisticamente significativa del grupo funcional. Tomadoe de (Dang et al., 2006).

Adicionaimente, se han descrito aigunas proteinas capaces de
interactuar con c-myc permitiendo la activacién o represién de genes, las
denominadas proteinas Mad y Max. Actuaimente se habla de la red
Myc/Mad/Max (Grandori et al., 2000), que involucra la dimerizacion de ¢-myc
con Max (regulador positivo) y de Mad con Max (regulador negativo). Se han
descrito también efectos de ¢-myc independientes de Mad y Max, relacionados

o IS

a ia transcripcion de diferentes grupos de genes (Gallant and Steiger, 2009).
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Figura 5. C-myc esta invelucrade en la progresién del ciclo celular, en particular de la transicién
G1/S. También se han descrito fenotipos asociados a otras alteraciones dentro del ciclo, como la entrada
en apoptosis o el avance de la fase G2. La via Shh/Gli regula principalmente componentes que regulan la
transicion G1/8S.

El estudio del fenotipo mutante de este gen en ratéon arrojé como
resultado una temprana letalidad embrionaria, dificultad que se soluciond
mediante el uso de ratones knock-out condicionales. La pérdida de funcion de
c-myc en todas las células progenitoras del SNC, tiene como fenotipo una

reduccion en la masa del cerebro de un 18%. (Hatton et ai., 2008).
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Table |
Susinary of Py deresgeslaton in B tumors

T o type Frogueney of My abae ral wos

Hematological malignancies

B-acute lymphocyte lenkemia =Myt rearrangameat/ampbihcation (4/7-92%)
Bursitt’s lvmphoima Ny transiccation (700X
c-Myr mverexpressaon (974h)
Dituse large cell lymphoma c-Myc resrraagement/translocation (E-16%)
=Myt Dverexpressson {10Ha)
Muhtigle myzioma c-Mye translocation (7 5%
Prisnary plasma ool leukenna C-RWC rearrangement {1370

Solid tumers

Atyeecal cacinoid lang cancer c-Aye amiplfication {7743
Bladder conoer ¢ Myo grmip heation (33%)
Breast cancer o-Myr zmplification (9 ARYa;

© Myt sverexprassion (45%)
MYCM overexpression (25%!)
CRO BP atnphificaticn {1d8es) *

Cervix cancer c-Myc smip! fication (29%0)

Culon cance © Myt oiniplifeation (7736)
-hyo overexpression (677%)

Castric cancer © Mvr omplhestion (15 309%]
<-Myc sverexpression (47%6)
'icblastoma MYi_M amplihcation (<58
C-Myc/PAYTIN/L-Myc overexpression (67-78%)
Hepstocelluls s carcinoma -y ampoheation (33%:)
Large cell neurcendacrine carcinoma c-Myc amp! ficatlon (23%)
Medulloblastome CAyCMYCN amplitcation {5-15%1

c-Myc overexpression (317%)
MYL N overexpressann [(ARYI

Melanoma, necular <-Myc ampiification (6171
Akdanomna, supesficoul sirenchion 1 Myt cngificatinon (284a)
Kauroblastoma MYCN amglification (25-30%]
Cesophageal squarmous cell Carcinonma My ampofication (0 0-30%)
Oslusdruarie Myt dihplification (7 78%;]
Crvarian cancer c-Myc ampification (40%)

L NIYE DvaCxpres s (44%)
L-Myc ampflifization (15%)
L-Mw averosprossor (4042)

Prestate cancer <-Myc amplification (30-30%:
C-Mye avercxpeession (J04)
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Renal clear ¢2 c-hMyc ampiification (8%}
Retinaoblastoma MyON amplifwation [10- 20%]
Rhabdomyosarcema MYCMN amplihcation (€3 678:]

Small cell aag carcinoma c=Myr amp fication (20%)
L-Mwc amplifization (13%)
MYON amplification [17%)]

Tabla 1. Listado de tipos de cancer relacionados a alteraciones en proteinas Myc en humanos. Se
destacan los tipos con alteraciones mayores en c-myc (amplificacién o sobreexpresién mayor al
60%), como melanoma, linfoma de Burkitt y glioblastoma. Adaptade de (Vita and Henriksson,
2006).

Resumiendo, en contextos de desarrollc normal y sefializacion aberrante de la

via de sefalizacion Shh/Gli se ha descrito una estrecha relaciéon entre la via
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canénica y n-myc como efector transcripcionai modulador de la respuesta
proliferativa a activacion de la via, siendo este indispensable en el caso del
cerebelo, por ejemplo. Existe, sin embargo, evidencia que indica que puede

existir una relacion funcional entre la via Shh/Gli y otro componente de la

familia Myc, c-myc.



Antecedentes previos

Los primeros antecedentes publicados corresponden ai esiudio de 2
lineas celulares de carcinoma hepatocelular, donde tratamientos de 5 dias con
el inhibidor farmacoidgico de Hh ciciopamina (10uM) reducen en mas del 60%
los niveles de ARNm de c-myc (Patil et al., 2006) (Fig.6A).

El segundo antecedente proviene de una linea ceiular de cancer
cerebelar nula para p53 y heterocigota para Ptc1 (genera sobreactivacion de la
via), donde se reporta una disminucidn en los niveles de transcrito y proteina
C-myc luego de un tratamiento de 72 horas con ciclopamina (5uM) (Berman et
ail., 2002) (Fig.6B y C).

En otro modelo de cancer, en este caso de un grupo (4) de lineas
celulares de cancer de prostata que presentan ganancia de actividad de ia via
de Shh/Gli, se observan disminuciones en los niveles de transcrito de c-myc
luego de inducir represion de la via mediante un tratamiento de 48 horas con

ciclopamina (3uM) (6D).
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Figura 6. C-myc varia tanto en su expresién como en niveles de la proteina en diferentes contextos
in-vitro de seiializaciéon aberrante de la via de Shh/Gli. A) Niveles de expresién de c-myc v ciclinaD1
en ineas celulares de hepatocarcinoma celular humano, luego de un tratamiento con ciclopamina
(cyclopamine) de 18-24hrs. Puede observarse una disminucién superior al 50% en ambos casos. B)
RT-PCR semicuantitativo muesta disminucion en los niveles de mRNA de c-myc luego de
tratamiento de 72 horas, en una linea celular derivada de meduloblastoma de un raton ptel+/-,
p33-/-. C) Western-blot realizado con exiracios de las células descritas en B. La caniidad de
proteina de c-myc se ve reducida. D) Niveles de expresidn de c-myc se ven significativamente
disminuidos en lineas celulares de cincer de proéstata, en condiciones de pérdida farmacolégica
generada mediante incubaciones con el inhibidor ciclopamina.

Por (ltimo, en nuestro iaboratorio en el contexto de una busgueda de
genes blanco de la via de sefializacion de Shh/Gli en el desarrollo temprano de
pez cebra (24-48hpf), se realizaron ensayos de microarregios de embriones

con pérdida de funcién farmacoldgica y genética de la via de sefalizacion. En



elios fue posibie identificar genes cuya expresion se ve alterada en condiciones
de pérdida de funcién de la via de Shh/Gli. Analisis estadisticos permitieron
identificar un grupo de genes cuya expresion se reducia significativamente,
entre los cuales se encontré el ortdlogo de c-myc en pez cebra (myca)

(Bergeron et al., 2008).

1.- Extraccion de RNA
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2.- Sintesis de ¢cDNA

3.- Marcaje Fluorescente

4.- Hibridacién en el microarregle

Figura 7. Diseiio experimental de microarreglos de ARN usando embriones completos de pez cebra.
Se utilizaron embriones en los estadios 24 y 48hpl, considerando la pérdida genética y
farmacoibgica, y ia ganancia de funcién, generada mediante Ia inyeccion de ARNm de sith.

Resumiendo, todos los estudios que han aproximado la via de Shh/Gli y
c-myc de manera indirecta han sido realizados en contextos de enfermedad o

desarrolio aiterado, siendo hasta el momento una incdgnita la existencia o
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inexistencia de reguiacién de la expresion de c-myc por la via de Shh/Gli en el
desarrollo. Tampoco se ha propuesto un mecanismo para explicar estas
variaciones reportadas en la literatura, sin embargo los tiempos involucrados
en estos experimentos hacen pensar que estas variaciones en expresion de c-
myc pueden ser efectos colaterales de alteraciones de ia via Hh, no cambios
mediados por union directa de factores de transcripcion Gli al promotor de c-

myc.



Hipodtesis

o~

C-myc es un gen blanco de ia via candnica Shh/Gli en vertebrados, reguiado
transcripcionalmente de manera positiva por unién directa de factores de

transcripcion Gli a secuencias del promotor de c-myc.”

Objetivo Generai

Determinar si existe regulacion de ia expresion de c-myc por ia via canonica de

sefalizacion de Shh/Gli en el desarrollo del SNC de vertebrados.

Objetivos especificos

Objetivo especifico 1
Determinar si alteraciones de la via de sefializacion Shh/Gli afectan la

expresion de c-myc en ei SNC.

Objetivo especifico 2
Evaluar si existe unién de factores de transcripcién Gli a regiones

reguiatorias del promotor de c-myc.

)
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Objetivo Especifico 3
Determinar si estas regiones regulatorias son funcionales y capaces de

requiar ia transcripcion.



MATERIALES Y METODOS

Material Bioiogico

Los embriones de pez cebra, mutantes y silvestres, se mantuvieron a
28°C de acuerdo a protocolos establecidos (Westerfield, 2000). Las lineas
mutantes que se utilizaron fueron “Slow-muscle ommited” (smu), con pérdida
de funcion de smoothened, “you-too” (yof) con una forma dominante negativa
de gii2 y “detour” (dir), con pérdida de funcion de gli7 (Brand et al. 1996). Los
mutantes se mantuvieron como heterocigotos y se realizaron cruzas para ser
identificados por criterio morfoidgico (el eje del cuerpo curvo y somitos
anormales). La edad de los embriones fue establecida mediante criterios
morfoibgicos (pigmentacion, angulo de la cabeza respecto al resto del cuerpo,
etc.).

Los embriones de ratén (Mus muscuius) provenientes de ias cepas C57
BL/6 y Balb C fueron utilizados en diferentes etapas de desarrollo embrionario,
ademas de distintos dias perinataies. Hembras en edad fériil se cruzaron con
machos de fertilidad comprobada en condiciones controladas. A la mafiana
siguiente, se verifico ia copula mediante la presencia dei tapon vaginai,

definiéndolo como el dia del desarrollo embrionario E= 0.5.
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Se cumple con los protocoios de manipulacion animai especificados por ei
comité de bioética de la Facultad de Ciencia publicados en el libro “Aspectos
Bioéticos de la Experimentacion Animal”

(http://www.conicyt.cl/documentos/bioetica12nov. pdf).

Sintesis de sondas RNA-digoxigenina

Se digirieron 10 ug del clon del gen c-myc de pez cebra en pBluescript
SK (-) con ia enzima EcoRI, para el caso de ia sonda antisentido, durante 3
horas a 37°C. Luego de la digestién, se agregd 1 vol de fenol:cloroformo, se
mezcld y centrifugd. La fase acuosa fue precipitada con la adicion de 1/10 voi
de acetato de sodio 3M, pH 5,2 y 2,5 vol etanol. Luego de incubar toda la
noche a -80°C, se centrifugo a 12000 rpm durante 20 min a 4°C y el sedimento,
luego de ser secado al aire, se resuspendié en agua libre de RNAsas. Las
sondas de cRNA fueron transcritas in vitro en presencia de digoxigenina-11-
UTP. Se agregé al DNA plasmidial digerido (minimo 1 pg) 1.2 pl de 10 mM
ATP, 10 mM CTP, 10 mM GTP, 0.8 yl 10 mM UTP y 0.5 pi de 10 mM
digoxigenina-11-UTP, 4 ul tampoén de transcripcion 5X (REF), 1 yl inhibidor de
Rnasa (Rnasin) y 90 U de T7 RNA polimerasa. La polimerizacion se ilevo a
cabo durante 4 h a 37°C, luego de lo cual se adiciond 1 pl DNasa | libre de
RNasa y se incubd por 30 min mas. La cantidad de RNA sintetizado fue
estimada por electroforesis en gel de agarosa al 1%, lograndose un

rendimiento tipico de 10 pg de RNA por cada 1 pg de DNA plasmidial inicial.
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También se cuantificé la cantidad de RNA obtenida mediante
espectrofotometria en un espectrofotometro. EI RNA sintetizado fue precipitado
agregando 60 pi de agua DEPC, 10 ul LiCl 4 M y 250 ui etanol absoluto.
Después de incubar a -80°C toda la noche, el RNA precipitado se centrifugo a
12000 rpm a 4°C en una centrifuga de mesdn. El sedimento fue lavado con
etanol al 80%, luego de lo cual se re-centrifugd y el sedimento fue finalmente
resuspendido en tampon de hibridacion (descrito mas abajo).

Este proceso fue repetido para otras sondas utilizadas.

Hibridacion in-situ en embriones completos de pez cebra

El corion fue retirado de embriones de diferentes estadios de desarrollo,
que iuego fueron fijados en paraformaidehido (PFA) ai 4% durante 2 horas a
temperatura ambiente. Luego de 3 lavados con PBS, fueron deshidratados en
metanol por 10 min a temperatura ambiente y los embriones fueron
almacenados en metanol a -20 °C. En el momento de su uso, los embriones
fueron rehidratados secuenciaimente en: 75% metanol/25% PBS, 50%
metanol/50% PBS, 25% metanol/75% PBS y PBST (PBS + 0,1% Tween 20),
durante 10 min cada uno. Luego fueron tratados con proteinasa K, a una
concentracion de 10 pg/ml durante 15 min por cada 24 h de desarrollo de ios
embriones. Se lavaron 3 veces por 5 minutos con PBST, para iuego ser
refijados en PFA durante 20 minutos a temperatura ambiente. Se realizaron

posteriormente 5 lavados de 5 min cada uno con PBST, a temperatura
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ambiente v se procedid a la prehibridacién. Para elio, ios embriones fueron
lavados una vez con solucién de hibridacion (50% formamida, 5X SSC, 50
pg/mi heparina, 500 yg/imi tRNA de levadura Thorula, 0,1% Tween-20 y 84 mM
acido citrico pH 6,0), la que fue reemplazada por solucion fresca. Se prehibridé
a 55°-85°C durante 4h, luego de io cuai ia solucién fue reemplazada por una
que contenia la sonda marcada con Digoxigenina, previamente denaturada a
70°C por 5 min. La hibridacion se realizd durante ia noche a 60°C.
Alternativamente, los embriones fueron guardados en tampén de hibridacion a -
20°C. Los embriones fueron posteriormente sometidos a una serie de lavados,
a 55°-65°C, durante 10 min cada uno, en: 75% formamida/2X SSC, 50%
formamida/2X SSC, 25% formamida/2X SSC y 2X SS8C, para finalizar con 2
lavados en 0,2X SSC a 65°C por 30 min cada uno. Se procedio enseguida al
bloqueo incubando ios embriones a temperatura ambiente durante 5 min en
tampon MAB (100 mM acido maleico, 150 mM NaCl y 0,1% Tween-20) y por 1
h en MAB/BMB (MAB + 2% Boehringer-Mannheim Biocking Reagent + suero
de oveja al 5%), para terminar con una incubacién de 16-20 h (toda la noche)
con el anticuerpo anti-Dig preabsorbido (1:2000) a temperatura ambiente. Se
practicaron luego 5 lavados, de 20 min cada uno, con MAB y, posteriormente, 3
lavados de 5 min con tampoén AP (100 mM Tris-HCI pH 9,5, 50 mM MgCiz, 100
mM NaCl 0,2% Tween-20 y 0,2% Triton X-100). Para el revelado, se incubd
ios embricnes en el sustrato comercial para fosfatasa aicalina, BM purpie

(Boehringer-Mannheim) por el tiempo necesario para visualizar un precipitado

o
L



claramente distinguible de la sefiai inespecifica, a temperatura ambiente, juego
de lo cual los embriones fueron lavados 2 veces por 5 min en PBST y re-
fijlados. En su defecto también se utilizé una mezcla de NBT/BCIP (Roche) en

tampon AP para la reaccién de fosfatasa alcalina.

Bioinformatica

La primera parte del anélisis consistié en analizar las secuencias rio arriba de
los promotores de c-myc en el caso del ratéon y myca para pez cebra. Para
esto, se obtuvieron las secuencias de ADN gendmico 10kb rio arriba del sitio
de inicio de la transcripcidon a partir de la pagina web de Ensembl

(hitp://www ensembl.org), las que a fueron curadas manualmente en busca de

secuencias de unién a Gli consenso. Luego se realizdé una segunda curacion
en busca de secuencias similares al sitio de union, que considerasen 2 0 méas
mutaciones en aigin nucleétido de la secuencia consenso. Adicionalmente, se
utilizd el software Geneious (Biomatters, v4.8.5) para buscar secuencias que
cumplieran con estos criterios.

Una vez identificadas las secuencias de interés, se disefiaron partidores para
amplificar regiones que contuvieran estos sitios. Para esto se usd la

herramienta en linea Primer3 (hitp:ﬁf’%’?@dﬁz_wimﬂ.cd‘a;’ptﬁimcf};"'inps.zt.h%,m), con

opciones por defecto. Para confirmar ia identidad de ias secuencias se
realizaron simulaciones de las reacciones de PCR en el soffware SerialCloner

(hitp://serialbasics. free fr/Serial Cloner.html), usando como templado ia secuencia
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de ADN gendémico de 10kb rio arriba del sitio de inicio de la transcripcion del
gen de raton.

Para los alineamientos de genomas de militiples especies, se usO Ia
herramienta BLAT en la pagina web de Genome Browser de la Universidad de
California Santa Cruz (genome.ucsc.edu/). La opcion “muitipies vertebrados” v

las comparaciones uno a uno fueron usadas.

Ligaciones

Primero se disefiaron partidores para amplificar regiones especificas
que contengan sitios de unién a gli (GliBS), detaliandose 2 regiones (Tabia 2).
Las reacciones se realizaron con GoTag DNA polimerasa, siguiendo
instrucciones del fabricante (Promega) en 25 ul. Los fragmentos ampiificados
por PCR, para regiones del promotor de c-myc, fueron ligados mediante
cionamiento T-A en el vector pBiuescript SK(-). Cada mezcia de iigacion
contenia 67 mM Tris-HCI pH 7,8, 6,7 mM MgCl2, 10 mM ditiotreitol (DTT), 66
uM ATP, 5 ng dei fragmento de PCR correspondiente, 40 ng del fragmento
proveniente de la digestion del vector pBluescript SK(-) y 5 U de T4 DNA
igasa, en un volumen totai de 10 pl. La ligacién se iievé a cabo durante 16-20 h
a 4°C. El producto de ligacion fue transformado en bacterias E. coli
quimiocompetentes DH5a, v luego colonias picadas segun presencia de inserto
evaluada por seleccién azullblanca en placas IPTG/X-Gal. Las colonias

seleccionadas (un minimo de 10 por ligacion) fueron amplificadas y procesadas
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por miniprep de DNA y sobre el DNA obtenido se realizaron digestiones tanto
para linearizar como para liberar fragmentos clonados. Los fragmentos que
contienen un GIiiBS poseen tamafios entre 195 y 201 pares de bases. El
fragmento de -5.1-3.4kb contempla 1788 pb.

Adicionai a esto, se realizaron reacciones de PCR con partidores internos del
amplicén y externos (dentro del vector, bordeando el sitio de insercion) para

confirmar la orientacion dei fragmento figado.

Preparacion de expianies de tejido cerebral murino.

Se prepararon explantes de tejido neural, obtenidos de la regién parietal
de ia neocorteza de ratones en diferentes etapas del desarrollo embrionario
(E15.5 y E18.5) de acuerdo a protocolo detallado en Dahmane et al., 2001.
Luego de remover ias meninges, l0s expiantes cerebrales se coiocaron con la
zona ventricular hacia abajo sobre filtros flotantes (Falcon cell culture inserts),
en medio libre de suero (CMSF) Dulbecco’s modified Eagle’s medium—F-12,
DMEM-F12 (Invitrogen), conteniendo Mito C (BD Biosciences), N2, B27, 200
mM L-giutamina y antibiéticos (invitrogen). Posteriormente se adicioné al medio
de cultivo diferentes factores de crecimiento, como Shh (3ug/ml) o el inhibidor
ciclopamina (10uM) de acuerdo al protocoio experimentai (ver seccion
resultados) y los explantes se incubaron durantes dos dias a 37° C y 5% de

CGs.
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Inmunoprecipitacion de cromatina a partir de expiantes de fejido cerebral
murino.

Se realizan 2 lavados con PBS a los explantes sembrados en piacas de
24 pocillos o frescos. Luego se realiza un entrecruzamiento quimico, por 10
minutos a 37°C. Para esto, se utiliza una soluciéon de Formaldehido al 1% en
PBS que contiene los inhibidores de proteasas Aproteinina, Pepstatina y
PMSF, a 10 ug/mL, 5 ug/mL y 1 mM, respectivamente). Para detener el
entrecruzamiento se afiade glicina hasta una concentracion final de 0,125M.
Luego de dos lavados con PBS frio en hielo, ias células se obtienen ievantando
la monocapa utilizando un raspador, y se resuspenden en 5 mL de PBS
suplementado con inhibidores de proteasas, para luego ser centrifugadas a
1800 rpm a 4°C, durante 5 minutos. El precipitado de células es resuspendido
en 3 mL de solucién de iisis, que contiene Hepes pH 7,8 a 50 mii, MgCI2 a
3mM, KCl a 20 mM y NP-40 al 0,1%; e incubado en hielo por 10 minutos. La
resuspension se somete a un homogenizador de vidrio (Kontes) por 20
repeticiones, utilizando el émbolo A, para luego centrifugar nuevamente en las
mismas condiciones anteriores. El precipitado se resuspende en 900 ul de
solucion de sonicacién, que es Hepes pH 7,8 a 50 mM, NaCl a 140 mM, EDTA
a 1 mM, Tritdon X-100 ai 0,1%, deoxicoiato de sodio al 0,1% y SDS ai 0,1%; y
suplementada con inhibidores de proteasas. El homogenizado resultante se
sonica 15 veces durante 10 segundos, con una incubacion en hieio de 30

segundos en la posicion 3 (20%) utilizando un sonicador Misonix XL2020. El
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extracto sonicado se centrifuga por 15 minutos a 14000 rpm, para luego
obtener el sobrenadante. Treinta unidades arbitrarias de ADN y proteinas (1
unidad arbitraria = absorbancia de 0,02 a una longitud de onda de 260 nm) se
utilizan para cada inmunoprecipitacion, las que se llevan a 400 uL con solucion
de sonicacion. Un 30% de muestra se reserva para utilizarlo como “INPUT” en
comparaciones posteriores. La muestra se pre-aclara, utilizando 20 uL de
esferas de agarosa mas proteina A o G (Santa Cruz Biotechnologies), durante
30 minutos con rotacion constante a 4°C, para luego obtener el sobrenadante,
después de una centrifugacion de 20 segundos a 14000 rpm. Se agregan Z ug
de anticuerpo y se incuba a 4°C con rotacién por toda la noche, para luego
agregar 50 ulL de esferas de agarosa mas proteina A o G e incubar en ias
mismas condiciones durante 45 minutos. Después de una centrifugacion de 20
segundos a maxima velocidad, se recuperan ias esferas, eliminando el
sobrenadante. Este precipitado se lava sucesivas veces, mezclando por 5
minutos en rotacion a 4°C, y centrifugaciones de 4000 rpm durante 10 minutos
entre cada lavado. Se lava 2 veces con solucién de sonicacion, una vez con
solucion de cioruro de iitio, que consiste en Tris pH 8 a 20 miM, LICi a 250 miM,
EDTA a 1 mM, Triton X-100 al 0,5% y deoxicolato de sodio al 0,5%; seguido
por una solucién de lavado IP, que es Tris pH 8 a 100 mM, LiCl a 500 miv,
NP40 al 1% y deoxicolato de sodio al 1%. El ADN y proteinas se tratan con
solucion de elucién, gue consta de Tris pH8 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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minutos v obtener el sobrenadante. A esta solucién y paralelamente al “INPUT”
se les agrega NaCl a 5M, hasta llegar a una concentracion de 200 mM final y
se incuban a 65°C por toda ia noche para revertir el entrecruzamiento. Se
agregan 10 ug de RNAsa (Fermentas) y 25 ug de proteinasa K, y se incuba 2
horas a 42°C. El ADN se recupera reaiizando una extraccidon organica
mediante fenol y cloroformo, para luego precipitar utilizando etanol absoluto. El
ADN precipitado se resuspende en 50 uL de agua, y se utilizan 5 uL (o

diluciones equivalentes) para cada reaccién de PCR.

Cuitivo de céiulas C3H10T1/2

Las células, obtenidas de American Type Culture Collection (ATCC)
fueron cultivadas en medio DMEM-F 12, suplementado con 10% de suero fetal
bovino (FBS). Los cultivos se mantuvieron a 37°C en un incubador

humidificado a y 5% de CO,. Se usaron céluias en pasajes 3 a 11.

Subcuitivo de céluias C3H10T1/2

Para la mantencion de las células, éstas fueron subcultivadas a 70-80%
confluencia (2-3 dias). Para estos efectos, el medio de cultivo fue aspirado de
las placas, las que fueron luego lavadas dos veces con PBS estéril. Después
de remover ei PBS, se agregd sobre ias céluias una solucion de 0,25% tripsina

y 10 mM EDTA en PBS, en una relacion de 0,5 ml por cada 25 cm? de

superficie de cultivo. Las placas se incubaron de esta manera por 5 min a 37°C



0 hasta que practicamente todas las células se encontraran en suspension,
luego de lo cual la tripsina fue inactivada con la adicién de 1 ml de FBS por
cada 0,5 mi de solucion de tripsina. Las células fueron resuspendidas en forma
homogénea mediante sucesivas aspiraciones y expulsiones de la suspension.
Estas fueron divididas y sembradas en placas segun lo requiriera el
experimento, sobre lo cual se agreg6 el volumen restante de medio fresco y se

colocaron ias placas de regreso en ia incubadora a 37°C.

Transfeccion de céiuias C3HT10T1/2

La transfeccion para células C3H10T1/2 se realizé, en cultivos de un
60% de confluencia, a los que se les agregd una mezcia de el ADN a
internalizar y Lipofectamina 2000 en Optimem (Invitrogen). Las cantidades de
DNA y agentes de transfeccion varian segun la superficie en la que se
encuentren las células a transfectar. El escalamiento segun el material de
cuitivo a utilizar se detaila en las instrucciones dei fabricante. La incubacién con

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

10% de FBS, por 48 horas.

Cuitivo de precursores granuiares cerebeiares
Se usaron ratones C57BL/6, la madre se sacrificé por dislocacion
cervical, luego de o cuai se practicé una incision en el abdomen y se procedio

a retirar los cuernos uterinos con los embriones.
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Los cerebros de ios embriones fueron diseccionados en medio HBSS
suplementado con glucosa, el cerebelo fue extirpado y las meninges retiradas
usando un par de pinzas Dumont N°5. Los cerebeios se colocaron en un
mismo tubo y fueron tratados con 1ml de tripsina-EDTA al 0.05% por 12
minutos en bafio a 37°C, agitando cada 2 minutos. Luego se agregd 1 mi de
SBF, se retiré el medio y se agregd 1 ml de HBSS+glucosa, procediendo a
disociar el tejido mediante reiteradas aspiraciones con una micropipeta. Se
centrifugd por 5 mins a 1000g y el pellet fue resuspendido en 2ml de DMEM-F-
12 supiementado con B27 (Gibco), 10% FBS, KCI 25mM vy penicilina-
estreptomicina. Estos 2 ml se agregaron a una placa de 35 mm, recubierta
previamente con poii-o-lisina, y se incubaron 20 min en ia incubadora a 37°C
con 5% CQO,. Pasados los 20 min, se le dan algunos golpes suaves a la placa
para terminar de desprender las células débilmente adheridas, ias que
corresponden a los progenitores granulares del cerebelo.

Se plaquearon 1,5 x 10° células/cm® en placas Labtek de 8 pocillos 0 6 x
10° células en Labtek de 2 pocillos, recubiertos previamente con poli-DL-
ornitina durante al menos 4 h, seguido de al menos 1 h de incubacion con

laminina.

inmunofiuorescencia en precursores granuiares cerebelares
Las células fueron fijadas con paraformaldehido 4% en PBS (fresco),

durante 20 minutos (2 incubaciones de 10 min). Posteriormente se reaiizaron
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tres lavados de 10 minutos con PBS y se permeabilizé con PBS-Tritén 0,1 %
por 5 min. El bloqueo se realizé con PBS-Suero de cabra al 10%, por 1 hora.
Luego, las céiuvias se incubaron con los respectivos anticuerpos primarios
durante toda la noche, a 4°C en camara hiumeda. Al dia siguiente se realizaron
tres lavados de 10 min. con PBS-Triton 0,1 % para iuego incubar durante 1
hora con los anticuerpos secundarios correspondientes acoplados a fluoréforos
en el caso de la inmunofluorescencia. Finaimente los nucieos celulares fueron
tefiidos con DAPI 1:10.000, durante 5 minutos y visualizados utilizando un
microscopio confocal (LSM 510, Zeiss) y/o de epifluorescencia (Axiovert 200,
Zeiss).

Se consideraron 5 pianos por cada experimenio, contabilizando ias
células Gli1+ y las células C-myc+. Los conteos obtenidos fueron analizados

para determinar relevancia estadistica mediante una prueba t- de Student.



partidor Secuencia

Gli1-F GCTGCCTATAGCCAGTGTC

Gli1-R GAAGCAGGTGCAAAGCCAG

Cmyc-F GCCCCTAGTGCTGCATGAGA
Cmyc-R CCACAGACACCACATCAATTICTT
Gapdh-F ACCACAGTCCATGCCATCAC
Gapdh-R TCCACCACCCTGTTGCTGTA

Hprt-F CCTGCTGGATTACATTAAAGCACTG
Hprt-R GTCAAGGGCATATCCAACAACAAAC

4 8kb.cmycM-F [TCAGGACAGTCAGGGAAACC

4 8kb.cmycM-R |GAACGGTCATCCTTGAGACG
5.9kb.cmycM-F |GATGTGCCTGGACTTTACCG
5.9kb.cmycM-R [GTGATCCCTTCCCATACTGC

7 0kb.cmycM-F [ TGCACACACAGGAGGAACAT
7.0kb.cmycM-F |GGGACATTGACCAACAGGAG
distal.cmycM.F [ACTAGTGGGGGGCTCTTTGAAGCATGCA
distal.cmycM.R [CCCGGGGCGGAATAGCCTGTGGTT

Tabla 3. Partidores utilizados para reacciones de RT-PCR y ampiificacién de regiones del
promotor de c-myc de raton (ChIP y constructos reporteros).
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RESULTADOS

Expresiéon de c-myc durante el desarroilo del SNC de embriones de pez

cebra.

Tomando en consideracion ios resuitados obtenidos en los ensayos de
microarreglos, se caracterizd en detalle el patrén de expresién de c-myc en el
desarrollo normal dei embrion de pez cebra. Los estadios considerados para
esta descripcion fueron 24, 48 y 72 horas post-fertilizacion (hpf), debido a la
activa neurogénesis que tiene iugar en el cerebro dorsal del pez cebra en estos
estadios. Esta neurogénesis es dependiente de la via de senalizacion Shh/Gli
en los estadios 30-48hpf, por io que el estadio eiegido para el analisis detaliado

fue 48hpf.



24hpf

48hpf

72hpf

Figura 8. Expresion de c-miyc en el SNC embrionario de pez cebra. A) Expresion en estadio 24 hpf.
El tectum optico se encuentra indicado con una flecha. D) Expresion en el estadio 48hpf. E) Detalle
de la expresion en el ojo, capa granular indicada con una flecha. H) Expresion en el estadio 72hpf.
I) Detalle de expresion en el ojo, capa granular indicada con una flecha. C, G, K) Expresion de glil

en los estadios arriba descritos. B, F, J) Esquemas de vistas laterales de pez cebra (Adaptado de
Westerfield, 2001)

La expresién de c-myc ya es detectable por hibridacion in-situ a las 24
hpf, donde se puede observar mMRNA en territorios del tectum (Fig. 8A, cerebro
medio dorsal) y del itsmo (limite entre el cerebro medio y posterior). También
se observa sefial en la retina del ojo y en territorios mas anteriores del cerebro.

También es posible detectar el mensajero del gen en el pancreas y los somitos
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mas caudales, tal como se encuentra descrito en la literatura (Weiner et ai.,
2007).

En el estadio 48 hpf continia detectandose c-myc en estos territorios,
con un patron mas discreto pero dentro de las mismas regiones del SNC. Una
vista lateral (Fig. 8D) muestra presencia del mensajero en la zona mas caudal
del tectum. El pancreas continia mostrando fuerte expresién mientras la marca
en los somitos se encuentra ausente y se detecta sefal en las aletas
pectorales. En el estadio 72 hpf, la expresion en el tectum posterior contintia
presente (Fig.8H, flecha negra), detaiiandose también el transcrito presente en
el ojo (Fig.8l). Estos dominios en el SNC coinciden con territorios de expresion
de gli1, el principal componente activador de la via de sefalizacion de Shh/Gli
(Fig. 8C, G, K) que ha sido reportado como principal mediador de la funcién
activadora de la via de sefalizacion de Shh/Gii.

Para comprobar si acaso existe una regulaciéon de c-myc por la via de
Shh/Gli, el siguiente paso fue evaluar el fenotipo de la pérdida de funcion de la
via mediante el uso de lineas mutantes para smoothened (smo), gli1 (dtr) y un
dominante negativo para la proteina gliZ (vof). En el caso del mutante smo ia
via presenta una pérdida de funcion a nivel de componente de membrana, lo
que conlileva una pérdida de la funcién de los factores de transcripcion gii, tanto
represores como activadores. El caso del mutante dtr y el dominante negativo

yot son pérdidas de funcion de sélo uno de los factores de transcripcion.



Pérdida de funcion

B

48 hpf

dtr

cmyc Yot cmyc

Figura 9. La expresion de c-myc se ve reducida en pérdida de funcion genética de ia via de Shh/Gii.

A) Expresion de c-myc en condiciones control. B) Ausencia de expresion de c-myc en
territorios del SNC dorsal y el ojo (flecha negra), en el mutante smoothened. C) Ausencia de
transcrito de ¢-myc en el mutante defour (dtr) en los mismos territorios del SNC vistos para el
mutante smoothened. D) El mutante you-tfoo (yot) presenta una reducciéon en la expresion de c-myc
en territorios del SNC.

En el estadio 48hpf, la ISH del mutante smu permite observar la
completa ausencia del producto génico de c-myc en las zonas observadas en
el control excepto en la retina, donde se ve expresion remanente (Fig. 9 Ay B,
flecha). Un efecto parcial puede observarse para los otros 2 mutantes de la via
analizados, haciendo notar el fenotipo menos severo del pez yot comparado
con el pez dfr (Fig. 9 C y D) evaluado por expresion. Esto podria deberse al
caracter de dominante negativo de ia linea yot, lo que podria determinar una
menor efectividad de la pérdida de funcion en comparacién con una perdida

genética total como en el caso dei mutante dir.
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Estos experimentos de pérdida genética revelan una relacion entre la
expresion de c-myc en 48hpf y la actividad de la via Shh/Gli en embriones de
pez cebra. Recientemente nuesiro iaboratorio a reportado que los niveles de
proliferacién en el tectum de pez cebra disminuyen en estos mutantes de la via
(evaluado por marcaje con histona 3 fosforilada, H3-P, marcador del ciclo
celular), luego la expresion reducida no es consecuencia de una ausencia de

céiulas proiiferativas ni de inexistencia del tejido analizado (Feijoo et al., 2011).

Analisis regiones requiatorias de c-myc en genomas de pez cebra y ratén

Buscando el sustrato estructural de esta regulacion que ejerce Shh
sobre c-myc, realizamos un analisis informatico del promotor de c-myc, en los
genomas de pez cebra y de raton. El anéiisis se centrd en 2 aristas principales:
la presencia de sitios de union consenso a Gli (GBS) en regiones proximales
(inferior a 10kb rio arriba) al sitio de inicio de la transcripcion y la conservacion

de dichos sitios en un contexto inter-especies.
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Figura 10. Anilisis de region 5° rio arriba del gen c-myc en pez cebra. Cajas celestes denotan
secuencias similares a sitios de union a Gli. Caja amarilla representa sitio de unién consenso
(GAACACCCA).

La busqueda arrojo la presencia de un unico sitio de unién a Gli en esa
region, que contiene un cambio puntual respecto al sitio consenso humano, lo
que ya se encontraba previamente reportado para el sitio de union a Gli en
ratdbn (GAACAACCA, base diferente subrayada). Ademas se encontraron
variedad de secuencias similares a sitios de unién a Gii (13 en total), con 2 o
mas mutaciones dentro de la secuencia con respecto al gliBS consenso. Al
comparar con genomas de otros vertebrados ya secuenciados, mediante la
herramienta de la Universidad de California Santa Cruz (UCSC Genome

Browser), no se observa ninguna conservacion dentro de la regién del potencial
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sitio de unién ni otra region particular dentro de ias 10 kb rio arriba del sitio de

inicio de la transcripcion (Fig. 10, datos no mostrados).

Y
' A 7,0kb 5,9kb 4,8 kb ' B
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Figura 11. Presencia de sitios de unién a gli (GiiBS) en la regién reguiatoria de c-myc en el genoma
de ratén. A) Region de 10 kilobases (kb) rio arriba del sitio de inicio de la transcripcién. En
amarillo se detallan los sitios de uniéon consenso (GAACACCCA), mientras en celeste se muestran
sitios que presentan 2 mutaciones respecto a esta secuencia. B) Detalle de alineamiento de sitio de
union “4,8kb”. C) Detalle de alineamiento de sitio de union “5,9kb”. D) Detalle de alineamiento de
sitic de unién “7,0kb”.

Al analizar la region equivalente en el genoma dei raton, sin embargo, se
encontraron secuencias consenso de unién a Gli (Fig.11A), a 4.8, 5.9 y 7.0kb
rio arriba del sitio de inicio de transcripcion. Para el caso del ratén, se observa
una conservacion con el genoma de rata (Ratus norvegicus) en el sitio que se
encuentra a -4.8kb. Otros genomas de mamiferos no presentan la region
secuenciada o presentan repeticiones AT (Fig.11B). El sitio que se encuentra a

-5.9kb, sin embargo, presenta una gran conservacion con los otros mamiferos
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considerados (Fig.11C). Un tercer sitio consenso se encontré a -7,0kb, mas
este no presenta conservacion mas alla de la comparacion con el genoma de
rata (FIG11D).

Ninguna de las 2 comparaciones arrojé conservacion de regiones de
mas de 50 pares de bases adyacentes, Esto permite plantear la existencia de
una presion evolutiva selectiva sobre esas secuencias de union, ya que se han
mantenido practicamente sin cambios pero rodeados por secuencias de baja
conservacion. Esta presion podria ser funcional, por lo que evaluar la unién y/o
actividad de proteinas Gli en estos sitios se vuelve relevante.

Considerando la relacion de c-myc con el ciclo celular y la existencia de
una gran conservacion evolutiva de ios sitios de union en el genoma de raton,
el siguiente paso fue evaluar la expresion de c-myc y la unién de proteinas Gli
a secuencias reguiatorias del mismo, en un contexto proliferativo del cerebro

embrionario de raton.

inmunoprecipitacion de cromatina para proteinas Gii en corteza

embrionaria de raton

Para poder evaluar si efectivamente existe union de proteinas Gii a
estos sitios, se realizd una inmunoprecipitacion de cromatina contra las
proteinas Gii1 y Gli3. El razonamiento detréds de esta eleccion es evaluar la

unién de un factor Gli principalmente activador y otro mayoritariamente



represor a dichas secuencias. Esta se realizd en explantes de neocorteza
embrionaria E18.5, en activo crecimiento dependiente de la via de Shh/Gli
(Paima & Ruiz i Altaba 2004).

Se analizaron diversos sitios de union: de ahora en adelante se utilizara
la nomenclatura de sitios seglin su posicion relativa a los sitios de inicio de Ia
transcripciéon en el genoma de ratén. Se disefiaron partidores especificos para
cada uno de los abajo mencionados (Tabla 2), considerando una secuencia
amplificada de tamafo no mayor a 300pb. Cada una de estas secuencias
contiene solo una secuencia putativa de unién a Gli.

Una vez realizada la inmunoprecipitacion y habiendo obtenido el ADN
gendmico donde se encontraban proteinas Gli unidas, se procedié a ensayar si
alguna de las regiones amplificadas por los partidores se encontraba
enriquecida. Para los sitios 7.0kb y 4.8kb no se presentd enriguecimiento en ias
muestras analizadas, comparadas con el control de inmunoprecipitacion

inespecifica (1gG) (Fig. 12y 13).
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-7,0 kb -5,9 kb

Corteza E18.5

Figura 12. Inmunoprecipitacion de cromatina para proteinas Gli en regiones regulatorias en el
promotor de c-myc, region -4.8kb. GlilCh (Chemicon) y Gli1SC (Santa Cruz).

Corteza E18.5

Figura 13. Inmunoprecipitacién de cromatina para proteinas Gli en regiones regulatorias en el
promotor de c-myc, regién -7.0kb. Gli1Ch (Chemicon) y Gli1SC (Santa Cruz).

Para el sitio 5.9kb, sin embargo, si se observa un enriquecimiento en la
secuencia superior a un 10% respecto al control, lo que indica una asociacién
de proteinas Gli (gli1 y gli3, especificamente) a dicha secuencia en las
condiciones ensayadas (n=3). Esta diferencia es significativa para todos los

casos analizados y se grafica en la Fig.14.
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Figura 14. Inmunoprecipitacién de cromatina contra proteinas Gli, amplificando regiones
regulatorias en el promotor de c-myc, a una distancia de 5.9kb rio arriba. Existe enriquecimiento
de esta secuencia regulatoria para Glil y, en menor medida, para Gli3 (n=3, p<0.05)

Pérdida de funcién farmacoldgica de la via Shh/Gli reduce Ia expresién de

c-myc en explantes de corteza embrionaria.

Para poder evaluar la posible respuesta a estimulos de la via de la
expresion del gen en los contextos arriba descritos, se procedié a realizar
experimentos en explantes de tejidos de corteza embrionaria en el estadio
E18.5. Una vez disectados los explantes, estos fueron sometidos a
tratamientos con proteina Shh recombinante (3ug/ml) o con el inhibidor

farmacolégico ciclopamina (10uM) durante 48 hrs.
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Los explantes tratados muestran una variacion en los niveles de mRNA
de c-myc en tratamientos con ciclopamina. Cabe destacar que el caso
contrario, de ganancia de funcion mediante adicion de proteina Shh

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

(Fig.15).
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Figura 15. Tratamientos con ciclopamina reducen los niveles de expresion de c-myc en explantes de
corteza de embriones de estadio E18.5. Tejidos tratados fueron incubados durante 2 dias en
presencia del inhibidor o de la proteina recombinante.

47



Pérdida y ganancia de funcién farmacoldgicas de la via Shh/Gli afectan ia

expresion de c-myc en una linea celular que responde a Sonic hedgehog

Para caracterizar en mayor detalle el efecto observado con la pérdida de
funciéon en los explantes de cerebro embrionario, se ensayaron tratamientos
farmacologicos en una linea celular con capacidad de respuesta a la via de
Shh/Gli. Estos fibroblastos expresan los componentes de la via y son un
modelo in-vitro ampliamente utilizado para estudiar ia via de sefalizacion
Shh/Gli (Kinto et al., 1997; Murone et al., 1999). Se ensayaron distintos tiempos
de incubacion con ciclopamina, para evaluar el curso temporal de la alteracién
en la expresion 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
(gPCR). Los analisis se realizaron a las 6,12 y 24 horas de tratamiento.

Se observo que los niveles de mRNA de c-myc se mantienen inalterados
durante las primeras 12 horas de tratamiento, mas se reducen a menos de la
mitad luego de 24 horas de tratamiento (Fig. 16A). El comportamiento del
control positivo experimental (ptc7, gen blanco de la via de sefalizacion) se
correlaciona muy bien con este tiempo, ya que sélo después de 12 horas de
incubacidn se observa una disminucién en los niveles de transcrito del gen pfc1
(Fig. 16A). Esta cinética de cambios en la expresién ya ha sido reportada en
nuestro laboratorio, donde ptc? varia a las 12 horas y luego se observa una

variacion en otros genes blancos (validados por aproximaciones
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independientes) a las 24 o 48 horas (Manuscrito en preparacion, Milia et al). La
diferencia podria estar dada por el contexto gendmico de los promotores de los

genes.
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Figura 16. Pérdida y ganancia de funcién farmacolégica de la via Shh/Gli afectan la expresion de c-
myc. A) Tratamientos con ciclopamina a 0, 6, 12 y 24 horas disminuyen la expresion de c-myc en la linea
celular C3H10T1/2. B) Ganancia de funcion de la via Shh/Gli aumenta los niveles de transcrito de c-myc,
a las 48 horas posteriores al inicio del tratamiento.

Generando ahora una ganancia de funcion mediante el tratamiento con
purmorfamina (un agonista de Smoothened), las células se incubaron durante
48 horas con el farmaco vy luego se extrajo el RNA total. Analisis de qPCR
revelaron un aumento del mRNA de c-myc al doble (Fig.16B). La expresion de
c-myc en este tipo celular al parecer es sensible a activacién por la via de Shh,
contrario al caso de las células en la corteza embrionaria E18.5. Esto podria
deberse a que la regulacion positiva por la via de sefalizacién ya se encuentra
en su nivel maximo en las células de la corteza, por lo cual un tratamiento con

ligando activador no genera un aumento en los niveles de transcrito.
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Pérdida de funcién de proteinas Gli mediante uso de shRNA reduce Ia

expresion de c-myc in-vitro.

Como paso siguiente, aprovechando la disponibilidad de constructos de
expresion de small-hairpin RNAs (shRNA), se transfectaron células C3H10T1/2
con 2 constructos que permiten la expresion de shRNA contra los productos
génicos de gli1 y gli2, individualmente. Luego de 48 horas post-transfeccion, se

procedio a extraer el RNA completo de los cuitivos y se realizaron los analisis.
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Figura 17. Pérdida de funcién de proteinas Gli reduce expresion de c-myc en células CH310T1/2.
A) Diagrama de flujo experimental. B) mRNA de c-myc se ve reducido, evaluado por RT-PCR. C) Se
detectan menores niveles de mRNA por ¢PCR siguiendo el mismo protocolo experimental.

En la Fig. 17 se muestran los productos de reacciones de PCR resueitos
en un gel de agarosa al 2%. Puede observarse una disminucion en los niveles

de transcrito de c-myc, de mayor magnitud en el caso de gl/iT y menor en el
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caso del shRNA de g/i2 (Fig.17B). Es necesario considerar que la efectividad
del shRNA contra Gli1 es mayor que la efectividad del shRNA contra Gli2.

Para confirmar este resultado semi-cuantitativo se realizaron
experimentos de gPCR sobre muestras generadas mediante transfeccion
ahora de ambos constructos de expresion de shRNAs, en los que se observa
una reduccién de un 50% en la cantidad de transcrito de c-myc (Fig. 17C).

En conjunto, estos experimentos hablan no sélo de una regulacion de Ia
expresion de c-myc por la via de Shh, sino también de un efecto especifico
mediado por proteinas Gli y adicionalmente un requerimiento de proteinas Gli

para mantener la expresion de c-myc.

Regiones de union a Gli validadas en corteza embrionaria de raton no
generan una respuesta transcripcional in-vitro, en la linea celular

C3H10T1/2.

Existiendo union de proteinas Gli al menos a una secuencia del
promotor (5.9kb rio arriba, Fig.14) y, considerando el efecto de la pérdida de
funcion especifica de las proteinas Gli sobre la expresién de c-myc, falta aun
por abordar la suposiciéon de que dicha secuencia es capaz de mediar la
expresion de genes, c-myc en este caso.

En primera instancia se cloné una regién que abarca desde

aproximadamente -3.4 kb hasta -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 transcripcién en un modelo in-vitro de respuesta a la

via de Shh/Gli.
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Figura 18. Estrategia de clonamiento de plasmido reportero, involucrando regién 5.1-3.4kb
{(denominada como “distal”). Fragmentos amplificados por PCR fueron seleccionados por criterio de
tamafio y ligados con el vector pBluescript SKII. El éxito de la misma se confirmé por patron de
digestion, amplificacién con partidores internos del inserto y secuenciacion. El producio digerido iue
ligado a su vez con el vector de expresion reportero, rio arriba de un promotor minimo SV40 mediando
expresion de luciferasa.

Como control positivo se utilizd el constructo GBS-Luc (gliBS), que
contiene 8 copias de un sitio funcional de unioén consenso a factores Gli rio
arriba de un promotor minimo acoplado a luciferasa, que responde fuertemente
a activacion por factores Gli (Sasaki et al., 1997). Como control negativo se
transfectd una forma mutada del constructo reportero gliBS-Luc (gliBSmut) que

s6lo presenta actividad del promotor minimo sin regulacion mediada por
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proteinas Gli ya que los sitios de unién han sido inactivados mediante
sustitucién de bases.

Comparando los niveles de luminosidad cuantificados, no se observan
variaciones en los niveles de luminosidad al transfectar el plasmido reportero

en conjunto con vectores de expresion para las proteinas Gli1y Gli2 (Fig. 20).
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Figura 19. Estrategia de clonamiento para sitio 5.9kb rio arriba del sitio de inicio de la
transcripcién de c-myc. La estrategia fue la misma que la usada para el constructo anterior, excepto por
la amplificacion de una region mas pequefia, de 201 pares de bases.

Adicionalmente, el sitio de unién -5.9kb del promotor de c-myc también
fue clonado en un vector reportero luciferasa (Fig.19), pero en este caso
tampoco se vieron diferencias al co-transfectar con vectores de expresion de
gli1 y gli2 (Fig.20).

Estos experimentos se realizaron en condiciones de bajo suero, para
permitir evaluar la ganancia de actividad de la via Shh/Gli. Esta salvedad se

considera debido a que el medio enriquecido en suero en que crecen estas



células (10% suero) activa en gran medida la via de Shh/Gli, lo que genera un

aumento del ruido en las mediciones de actividad luciferasa en los cultivos.
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Figura 20. Ensayos de luciferasa para regiones regulatorias “distal” (-5.1-3.4kb) y 5.9kb del
promotor de c-myc de raton. Las células transfectadas fueron mantenidas por 48 hrs post-transfeccion y
luego lisadas para medir actividad luciferasa.

Estos resultados establecen que pese a existir union de proteinas Gli in-
vivo en la corteza embrionaria, estos sitios no son capaces por si solos de
inducir expresién del reportero. Algunas posibles explicaciones para esto
serian que los sitios requirieran de sinergia con otras secuencias para poder

tener efecto sobre la transcripcién ¢ que simplemente esta union no fuese
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funcionalmente activa. La existencia de un sitio de regulacién negativa dentro

de las secuencias clonadas es una posibilidad también.

El numero de células c-myc positivas no se ve afectado en modelos de

meduloblastoma, ganancia de funcién de la via de Shh/Gli

Se buscd mirar la relacién entre Shh y c-myc en el contexto de la
enfermedad. Para esto el modelo escogido fue el meduloblastoma, un agresivo
tipo de cancer infantil del SNC que afecta el cerebelo y cuyo origen (en un alto
porcentaje de los casos) involucra ganancia de funcion de la via Shh/Gli.

Existiendo una fuerte expresion de c-myc en los precursores granulares
cerebelares en estadios postnatales tempranos (Ruppert et al., 1986), se
tomaron ratones postnatales de 7 dias de edad (P7) y se realizé un cultivo
primario de estas células (en activa proliferacion en respuesta a Shh, ver
Introduccién). En la figura 21 se diagrama el protocolo seguido tanto para
cerebros con tumores como para cerebros controles de la misma camada.

No se observaron diferencias significativas en el nimero de celulas ¢-
myc positivas (Fig.21), evaluado por inmunofluorescencia. Si se observo un
aumento del nimero de células gli1 positivas, concordante con la ganancia de

funcion en tejidos del cerebelo postnatal.
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via Shh/Gli en el cerebelo postnatal. A} Esquema del protocolo experimental. B) El nimero de células
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DISCUSION

El objetivo del presente trabajo, la validacién de genes blanco de la via
de sefializacién Shh/Gli, ha cobrado particular relevancia en los dltimos afios,
debido a la variedad de procesos (y defectos asociados) gque 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 relacién con la via Shh/Gli genera un interés adicional.

La comprension actual de la via presenta el dogma de que las proteinas
Gli deben unirse a sitios relativamente conservados dentro del genoma para
poder ejercer algun efecto sobre la transcripcién de genes blanco, y que el
balance entre proteinas Gli activadoras o represoras determina el uso de estos
sitios en la regulacion génica (positiva o negativa, respectivamente).

Sin embargo, en el Ultimo par de afios han estado surgiendo evidencias
en la literatura respecto a que dentro del sitio de consenso originalmente
descrito (GAACCACCCA, (Sasaki et al. 1997)) existiria un ndcleo de union a
proteinas Gli capaz de retener la capacidad de union aun en presencia de
mutaciones en bases de la secuencia consenso. Mas aun, mutaciones
puntuales dentro del sitio de unién tienen como efecto una reduccién en la

afinidad y en la capacidad de activacion/represion pero esto no vuelve el sitio
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no funcional para ejercer un efecto sobre la transcripcién (Winklmayr et al,
2010), al menos en ensayos in-vitro.

El 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 funcion en el desarrollo del SNC. La posibilidad de que
los embriones mutantes de pérdida de funcién de la via Shh/Gli sobrevivan
hasta estadios tardios del desarrollo embrionario permite analizar el desarrollo
de estructuras dorsales del SNC.

En la situacion 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 dichos territorios son mitéticamente muy activos en la
ventana temporal 24-72hpf, el encontrar altos niveles de expresion 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 células positivas para marcadores de
proliferacién (como H3-P o BrdU). En el caso del tectum &ptico, las células en

division en la ventana temporal 24-60 hpf requieren activacién de la via de
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Shh/Gli para mantenerse mitdticamente activas, viéndose severamente
disminuidas en condiciones de pérdida de funcidon tanto genética como
farmacologica de la via (Feijéo et al., 2011).

Al observar al mutante smu en estadio 24 hpf no se observan mayores
diferencias en los niveles o dominios de expresion, situacién que se ve
revertida en el estadio 48 hpf, donde la expresiéon en el SNC de c-myc esta
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 sefiales podrian estar regulando la expresion de dicho gen en ese
lugar en ese momento (de manera contexto dependiente), lo que es apoyado
por la ausencia de un fenotipo claro de la pérdida de funcién de la via Shh/Gli
en el estadio 24 hpf. Esta idea se ve reforzada por la relacidn existente entre
Wnt1 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 Wnt1 en la
proliferacion del cerebro medio-posterior de raton (Panhuysen et al., 2004).
Ademas de esto, ensayos de secuencias regulatorias y de sobreactivacion
muestran que el promotor de c-myc en ratén posee elementos de union
funcionales tanto de B-catenina como de APC (He et al. 1998), relacion que, de
estar conservada en pez cebra, podria dar luces sobre una sefal alternativa a

la via Shh/Gli.
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Datos obtenidos en el laboratorio muestran que en el caso de las 3
lineas mutantes usadas, la proliferacién 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 expresion de
marcadores de territorio SNC, Feijod et al. 2011). Sin embargo, pese a verse
reducida en estos mutantes aun existe proliferacion en esos territorios, 1o que
apoya la interpretacion de la disminucién en el nimero de células c-myc
positivas como consecuencia de la inactivacion de la via de sefalizacion
Shh/Gli y no necesariamente debido a que las células no estén proliferando en
ese estadio. Ya se han establecido los efectos de ganancia y pérdida de
funcién de c-myc sobre progenitores neurales, donde la ganancia promueve
proliferacion y la pérdida de funcion de c-myc la disminuye, evaluado mediante
el uso de un constructo que expresa una forma dominante negativa (Fults et
al., 2002; Kim et al., 2009).

Los fenotipos de los mutantes dir y yof agregan una faceta de
interpretacion adicional, ya que ambos tienen fenotipos bastante evidentes en
expresion de c-myc (aunque no tan marcados como el caso del mutante smu),
siendo el fenotipo dir mas marcado que el yot. Ya se ha planteado la
posibilidad de que en el pez cebra la activacion génica mediada por factores de
transcripcion Gli en su forma activadora depende en gran medida de Gli1

(Karlstrom et al., 2003), contrario a lo observado en e modelo de ratén donde
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Gli2 parece ser el factor Gli de funcién 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 funcién a nivel
de membrana, nos permite plantear la especificidad del fenotipo a la via de
Shh/Gli. Dicha especificidad se ve apoyada adicionalmente por resultados
obtenidos previamente en el laboratorio, donde una ganancia de funcion
mediante la electroporacién de ARNm de Gli7 es suficiente para inducir
expresion de c-myc, en células del tectum y ojo en la transiciéon entre los
estadios 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 via
de sefializacion sobre la expresién de c-myc en el modelo del SNC del embridn
de pez cebra es dependiente de la via de sefializacion Shh/Gli, y en particular
de la funcién activadora de las proteinas Gli (Gli1, en este caso). No podemos
excluir, sin embargo, que parte de este efecto se relacione con Gli3 y una
menor unién al promotor en condiciones de activacion de la via.

Ademas de lo anterior, al revisar las regiones rio arriba (10kb) y dentro
del primer intrén de c-myc encontramos secuencias muy similares a GliBS
repetidas, lo que da un sustento mecanistico a esta relacién que plantea el

trabajo.
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En la literatura se encuentra descrito, de manera extensa, que la
conservacion funcional génica tiene una componente estructural a nivel de
secuencias enhancer, por lo que el estudio de la presencia (y funcionalidad) de
GliBS en regiones proximales al promotor de c¢-myc arroja una mayor
informacion respecto al tema de la conservacién de la regulacién.

El hecho de que secuencias GliBS en el promotor de ¢-myc en el
genoma de ratéon unan proteinas Gli, zanja una de las condiciones necesarias
para plantear una regulacién por parte de la via de sefializaciéon, en el SNC
embrionario. Ensayos preliminares muestran que en el caso de la linea celular
CH310T1/2 no existe unién diferencial de proteinas Gli a ninguno de los sitios
ensayados, lo que fortaleceria la interpretacién de la regulacion contexto
dependiente de c-myc mediada por la via de Shh/Gli. Dicha regulacién no
resultaria de la mera unién de proteinas Gli a un Unico sitio de unién, sino que
podria involucrar otros sitios o el reclutamiento de cofactores para poder tener
lugar. Las diferencias observadas en la ganancia de funcién entre la linea
celular C3H10T1/2 vy las células de corteza embrionaria permite plantear la
posibilidad de diferentes contextos. Pese a ello, el que si exista una reduccion
importante en los niveles de expresion al tratar con shRNAs para las proteinas
Gli1 y Gli2, lleva a pensar en la funcionalidad de otros sitios diferentes en esta
situacién, cuya actividad se veria reducida al reducir los niveles de proteina Gli
disponibles en la célula. Una explicacion alternativa involucra otras sefiales

putativas que podrian estar regulando la expresiéon de c-myc en este tipo
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celular, inmortalizado y no necesariamente representativo de la situacion in-
vivo ya observada en la corteza embrionaria de raton.

El hecho es que c-myc se comporta como un gen blanco de la via,
donde se observa una reduccion en su expresion en la pérdida de funcion y un
aumento de transcrito en condiciones de ganancia de funcién en el tipo celular
C3H10T1/2. Ademas, la disminucién de mRNA de c-myc observada en las
transfecciones con los constructos de shRNAs involucra especificamente a las
proteinas Gli en su regulacién. El hecho de que la pérdida de funcion
(farmacoldgica) en explantes también reproduzca la expresion reducida de c-
myc, da pie para plantear la existencia de este mecanismo regulatorio en un
contexto menos artefactual que una linea celular inmortalizada.

Un sitio de unidn a Gli no necesariamente es suficiente para generar una
respuesta transcripcional en los constructos reporteros como ocurrié en este
caso con el sitio 5.9kb, lo que ya ha sido reportado en la literatura (Lee et al,
2010). 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 transcripcion o cofactores
necesarios para la actividad de los factores Gli, se realizaron los ensayos de
luciferasa con la region de 1.7 kb, que contiene sitios de unién consenso y no

consenso. No se observé una variacion en los niveles de expresion del

63



constructo reportero acoplado a luciferasa, lo que indica que esta region
tampoco es suficiente por si sola para regular la expresiéon de c-mye, ain con
una disponibilidad de proteinas Gli mucho mayor a la fisiolégica (inducida por
cotransfeccién con vectores de expresion).

Esto, sin embargo, no se contradice con los resultados obtenidos
mediante la inmunoprecipitacién de cromatina, ya que la literatura muestra
variados ejemplos de genes que presentan una sinergia entre sitios de union
para distintos factores de transcripcién en sus regiones regulatorias (Carey,
1998). Un analisis genémico mas detallado y que abarque mayor nimero de
factores de transcripcion podria arrojar luces sobre esta especulacion.

Aln mas, recientemente ha sido comprobado que el sitio de unién
consenso a Gli descrito inicialmente, GAACACCCA (Sasaki et al. 1997), es
capaz de unir proteinas Gli aun 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 uniéon para otros factores de
transcripcidn, dentro de las secuencias analizadas rio arriba del gen c-myc
tanto en el genoma de pez cebra como el de ratdbn, no hace sino poner en
evidencia la firme regulacion a la que esta sujeta la expresion de este gen, de
la cual hay multiples ejemplos en la literatura (Meyer and Penn, 2008b).

Se hacen necesarios experimentos de inmunoprecipitacion de

cromatina, en conjunto con la secuenciacidon de los fragmentos obtenidos
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(ChIP-Seq), para identificar sitios dificles de establecer en busquedas

informaticas. Esto entregaria bastante informacién adicional por sobre la
aproximacion puntual que se considerd en este trabajo.

Fl meduloblastoma como modelo de crecimiento andmalo gatillado

=

or
una ganancia de funcién de la via Shh/Gli en un tipo celular especifico
(precursores granulares), fue elegido para ensavar la regulacion de c-myc
debido a que las células que responden a Shh en el cerebelo son las mismas
que expresan fuertemente c-myc mientras ncuentran mitdéticamente activas
(Ruppert et al., 1986). Estas mismas células, sin embargo, expresan también
otro miembro de la familia mve: n-mye, que ha sido validado como gen blanco

de la via por diversas aproximaciones independientes, incluidos experimentos

de

D

pistasis v regiones regulatorias (Carroll et al., 2003; Hallikas et al, 2008).

Es mas, n-myc es requerido para la proliferaciéon y crecimiento anémalos en el

cerebelo una vez activada la via Shh/Gli. Para el caso de ¢-myc, sin embargo,

el nimero de células no se ve afectado ain cuando el nimero de celulas con la

via de Shh/Gli constitutivamente activa (evaluado mediante marcaje contra

Gli1) si se ve aumentado significativamente.

Una explicacién posible permite argumentar que siendo esta regulacion

=

contexto dependiente, el contexto del desarrolio de! cerebelo simplemente no

> por la via de Shh. Otra explicacion alternativa

involucra regulacion de

h

considera la alta redundancia funcional que existe entre ¢- y n-myc, donde



posiblemente n-myc fue evolutivamente reclutado como efector de la via en
esos procesos de crecimiento.

Pese a lo anterior, estd reportado que c-myc coopera con la via Shh a
nivel fenotipico, aumentando la tumorigenicidad (Rao et al, 2003), pero esto es
atribuible a efectos de c-myc independientes de la via de sefializacién de
Shh/Gli, mas relacionados con un rol en la conformacién o estado de la

cromatina sobre progenitores neurales (Wey and Knoepfler, 2010).

66



CONCLUSIONES

Podemos concluir que tanto en el modelo de pez cebra como en el
modelo de ratén, alteraciones en la via de sefializacion de Shh/Gli tienen como
consecuencia alteraciones en la expresion de c-myc. Disminuciones en la
actividad de la via Shh/Gli, genética en el caso del pez cebra y farmacolégica
en el caso de la corteza de ratdn, generan a su vez disminuciones en los
niveles de ARNm de c-myc. Ganancia de funcion de la via en células murinas
tiene el efecto contrario, aumentando los niveles de transcrito de ¢-myc.

Cabe considerar que los datos de pérdida de funcién de proteinas Gli,
genética en pez cebra e in-vitro mediante el uso de shRNA en ratdn, validan un
mecanismo de regulacion de la expresion de c-mye a través de los factores Gli.
Existe ademas unioén de factores Gli a al menos un sitio de unién presente en
las regiones regulatorias del promotor de c-myc (-5,9kb), en la neocorteza
embrionaria tardia (E18.5). Este sitio por si solo, sin embargo, no seria
suficiente para mediar la transcripcién de un constructo reportero en una linea
celular, por lo cual no podemos descartar una contribucién indirecta a la

regulacién de c-mye por la via de sefializacion Shh/Gli.
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