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Abreviaturas

Atoh1, Atonal homolog 1 (factor de transcripcion)

Boc, Brother of Cdo (co-receptor de Shh)

Cdo, Cell adhesion molecule-related/down-regulated by oncogenes (co-receptor de Shh)
ChIP, Chromatin Immunoprecipitation

c-Myc, Myelocitomatosis viral oncogen homolog (factor de transcripcion)

DMEM, Dulbecco's Modified Eagle Medium

E2A, Immunoglobulin enhancer-binding factors E12/E47 (gen codificante de E12/E47)
Gasl, Growth arrest specific 1

GDNF, Glial cell line-derived neurotrophic factor (neurotrofina)

GFRas, GDNF family receptors a (receptor de neurotrofinas GDNF)

Mash1, Achaete-scute homolog 1 (factor de transcripcion proneural)

NeuroD, Neurogenic differentiation factor (factor de transcripcién proneural)

Ngn2, Neurogenin 2 (factor de transcripcién proneural)

PCR, Polymerase chain reaction

Ptch1, Patched 1 (receptor de Shh)

RET, rearranged during transfection (receptor transmembrana de neurotrofinas GDNF)

Shh, Sonic hedgehog (morfégeno del desarrollo)



Resumen

Gasl (Growth arrest specific 1) es un mediador del desarrollo del sistema nervioso central que
funciona como co-receptor de Sonic Hedgehog (Shh) para inducir la proliferacién de
progenitores neurales durante la especificacién dorso-ventral del tubo neural y de los
precursores granulares del cerebelo. Datos recientes de nuestro grupo han confirmado que
Gasl estad presente en los progenitores neurales de la corteza y del giro dentado del
hipocampo. La expresidn de Gasl en células progenitoras indica que una de sus funciones
principales es el mantenimiento de estas poblaciones celulares. Sin embargo, las sefiales que
dirigen su expresion en estas etapas del desarrollo son desconocidas, un aspecto que es clave
para entender sus funciones en la neurogénesis. En este trabajo buscamos los mecanismos de
regulacién transcripcional de Gas1 y a través de gendmica comparativa encontramos dos cajas
E altamente conservadas en su secuencia no codificante, las cuales median su regulacion por
el factor de transcripcién NeuroD1. Asimismo, detectamos la co-expresion de Gasly NeuroD1
en poblaciones celulares del giro dentado del hipocampo y precursores de células granulares
del cerebelo, un hecho previamente desapercibido. Estos hallazgos indican, por primera vez,
que Gasl es un blanco directo de NeuroD1l como parte de las sefiales tempranas de

diferenciacion neuronal.



Abstract

Growth arrest specific 1 (Gasl) is an important signaling mediator of the central nervous
system development that works as a coreceptor for sonic hedgehog (Shh) to induce the
amplification of neural progenitor cells during the patterning of the mammalian neural tube
and establishing of granular cells in the cerebellum. Recently we have confirmed that Gas1 is
also expressed by neural progenitors of the developing cortex and dentate gyrus of the
hippocampus. The presence of Gas1 in progenitor stages indicates that one of its principal roles
is the maintenance of these cell populations during neurogenic events. However, the signals
responsible for the expression of Gasl in neural progenitor cells are unknown, an aspect that
is important to understand its functions in neurogenesis. In this report we focused on
elucidating the mechanisms of transcriptional regulation of Gasl and using comparative
genomic methods we found two highly conserved E-boxes in the Gasl promoter which
mediate its up-regulation by NeuroD1l. Additionally, we found that Gasl and NeuroD1
colocalize in the developing dentate gyrus of the hippocampus and external granular layer of
the cerebellum, suggesting a previously unsuspected regulatory relationship. Together our
data indicate that Gasl1 is a direct target of NeuroD1 during the induction of the neurogenic

program



1. Introduccion

Gas1 (Growth arrest specific 1) se descubrido como un gen que inhibe la proliferacion
tanto de células normales como transformadas, caracteristica que lo ha convertido en un gen
con potencial terapéutico en el tratamiento de los gliomas y otros tipos de cancer . Al mismo
tiempo se ha demostrado que la expresidn de Gas1 es clave para la neurogénesis que ocurre
durante el desarrollo del sistema nervioso central, en donde promueve la proliferacién y la
supervivencia de progenitores neurales de varias regiones del encéfalo >®. La participacion de
Gasl en dos procesos celulares tan opuestos (arresto e inducciéon de la proliferacion celular)
reside en el hecho de que esta proteina forma parte de dos sistemas de transduccion de
sefiales. Por un lado, Gasl inhibe la proliferaciéon celular al bloquear la via de transduccion de
la neurotrofina GDNF (Glial cell line-derived neurotrophic factor). Siendo Gasl una proteina
anclada a la membrana celular tiene la capacidad de bloquear la autofosforilacion y activacién
del receptor RET cinasa ’. Por el otro, Gasl induce la proliferaciéon celular pues funciona
también como uno de los co-receptores del morfégeno Sonic hedgehog (Shh), favoreciendo la
activacion de su via de sefializacion con la consecuente proliferacidn celular 8. Esta propiedad
ha llevado a considerar que la funcién de Gas1 dependerd, o bien de sus niveles de expresion

o simplemente del contexto celular en el que se encuentra implicada.

En esta tesis abordamos el problema de la regulacién de la expresion de Gas1 dentro
del contexto de la neurogénesis. Aunque varias publicaciones han aportado datos sobre los
mecanismos que regulan su expresién, muy pocos trabajos han estudiado su regulacién en las
células progenitoras neurales, lo cual es un punto clave para comprender las funciones de Gas1
en la neurogénesis. A lo largo de este trabajo describiremos cdmo, a través de un analisis de la
secuencia no codificante de Gas1, logramos identificar que este gen es un blanco directo del
factor de transcripcién NeuroD1, un importante regulador de la neurogénesis. En las primeras
secciones haremos una descripcion actualizada sobre Gasl, su papel en el desarrollo del
sistema nervioso central y el estado del conocimiento actual sobre los mecanismos que
regulan su expresion. Enseguida, expondremos los resultados obtenidos de esta investigacion,

y finalizaremos con una discusion sobre las repercusiones y el alcance de los mismos.



A. Growth arrest specific 1 (Gasl)

Gas1 (Growth arrest specific 1) es un gen supresor tumoral que bloquea la proliferacion
celular cuando es sobreexpresado ya sea de manera enddgena o ectdpica 34910, Este gen
codifica para una glicoproteina de 37 kDa que se ancla a la membrana celular por un grupo
glicosilfosfatidilinositol (GPI) y que muestra alta homologia con los receptores para las
neurotrofinas de la familia GDNF (GFRas, GDNF family receptors) *'*2. En cada uno de sus dos
dominios repetidos cuenta con 10 puentes disulfuro, lo que la vuelve una proteina muy estable
en solucion (Figura 1A y B). De hecho, investigaciones recientes demuestran que puede
liberarse de la membrana celular y ser detectada en fluidos como la sangre y el liquido

cefalorraquideo >4, La fuente del Gas1 soluble pueden ser las neuronas *°.

Debido a su similitud estructural con los GFRas, se ha demostrado que Gas1 interfiere
con la via de sefializacion PI3K/Akt en células que dependen de la neurotrofina GDNF. Al unirse
al receptor RET cinasa '?, Gasl impide la fosforilacién del residuo intracelular Y1062,
bloqueando asi las sefiales de proliferacién y supervivencia inducidas por el GNDF (Figura 2)
716 |nvestigaciones mas recientes de nuestro grupo, indican que el mecanismo de Gasl para
lograr el arresto del ciclo celular también esta mediado por un aumento de la cinasa Dyrk1By

de las anexinas A1y A2 V7.

De manera consistente con su funcién de gen supresor tumoral, Gas1 es uno de los
genes comunmente regulado a la baja en varios tipos de cancer (incluyendo colorrectal 18,
gastrico 19, de prostata 2° y leucemias mieloides %%??) pudiendo usarse esto como una sefial
para el diagndstico y el pronédstico de algunas neoplasias 8. La sobreexpresion de Gas1, por el
contrario, ha demostrado bloquear la proliferacion de células de glioblastoma multiforme

(tumor del sistema nervioso central) en ensayos experimentales de terapia génica >*23.

B. Gasl y Sonic hedgehog regulan la proliferacion de células progenitoras neurales durante

el desarrollo del sistema nervioso central

Ademas de su funcidon como supresor del ciclo celular, Gas1 es un importante mediador
del desarrollo del sistema nervioso central, pero con un rol diametralmente opuesto. Se ha

demostrado que Gasl es un co-receptor para el morfégeno Sonic hedgehog (Shh), que junto

2



con las proteinas Boc y Cdo, ayuda a establecer los progenitores neurales del tubo neural y
permite la proliferacion de las células precursoras granulares del cerebelo >®. Sin embargo,

mantiene efectos inhibidores de la proliferacién en retina 2%y tejido interdigital 2°.

La seiializacién por Shh requiere la interaccién de este morfégeno con el receptor de
membrana Patched1 (Ptch1) 2. Esta interaccion es facilitada por tres co-receptores para Shh:
Boc, Cdo y Gas1 & (Figura 3). En ausencia de Shh, Ptch1 inhibe a la proteina Smothened (Smo);
pero luego de su unién a Shh, Smo es liberada de la represion 2’ y activa dos vias de sefializacion
intracelular, Gai/o 28 y PI3K/Akt 2°. Ambas rutas detienen la degradacién de Gli2 y Gli3 para que
estas, a su vez, puedan inducir la transcripcidon del efector Gli1, cuyos blancos finalmente
incluyen genes que promueven el ciclo celular, como ciclina D. Por su parte, el complejo Shh-
Ptch1 es internalizado y degradado por lisosomas 2. En vertebrados, tanto Ptch1 como los co-

receptores de Shh se concentran en cilios de la membrana celular 8 (Figura 3).

El andlisis de ratones mutantes Gasl-/-, Boc-/- y Cdo-/- ha demostrado que sus
respectivas proteinas muestran funciones parcialmente redundantes durante el desarrollo del
sistema nervioso; es decir, la ausencia de cualquiera de ellas es suplida en parte por las demas,

evitando de esta manera que la via de Shh se vea comprometida >®.

A pesar de que Gasl se une a Shh de manera independiente a Boc y Cdo (con una Kq =
6.1 nM) ninguna de las tres proteinas muestra relacidon estructural entre si, por lo que se piensa
que evolucionaron de manera convergente 3%, De hecho, se ha encontrado que los residuos
N116y Y81 de Shh maduro son imprescindibles para su correcta unién con Gasl, pero no para
su unién con Ptchl o Cdo 3'. Interesantemente, la participacién del calcio en las uniones Shh-

receptor también parece mantenerse en la interacciéon de Shh con Gas1 32

La importancia de Gasl para el desarrollo del sistema nervioso central ha sido
demostrada con la generacion de ratones mutantes Gas1-/-. La ausencia del gen Gas1 en estos
ratones ocasiona un aumento en la dorsalizacion del tubo neural, al mismo tiempo que un
pobre desarrollo de los progenitores ventrales 3334, Interesantemente, estos animales mueren
rapidamente después de su nacimiento, indicando que Gas1 cumple funciones importantes en

varias de las etapas del desarrollo y también en varias regiones fuera del sistema nervioso



central 2°. El fenotipo alterado del tubo neural es todavia més evidente en los ratones Gas1-/-
,Shh-/+,es decir, ratones en los que ademas de la ausencia del gen Gas1 existe solamente un
alelo funcional de Shh (el ligando de Gas1) >3334, Por otro lado, la disminucién del nimero de
precursores granulares del cerebelo es otra caracteristica tipica del mutante Gasl-/-, un
fendmeno que se ha asociado directamente a una proliferacidon celular disminuida y un

aumento de la apoptosis en las células precursoras granulares 3%,

Nuestro grupo demostré que Gasl también es expresado fuertemente por células
neurales de la neocorteza y del giro dentado del hipocampo durante el desarrollo embrionario
y el cerebro adulto3®3’. Recientemente se ha incluido a la regién dorsal del mesencéfalo 3.
Esto indica que Gasl cumple una funcién en el establecimiento y mantenimiento de estas
poblaciones celulares, las cuales también dependen de Shh. La presencia de Gasl en
progenitores aislados de cerebros humanos fetales podria implicar que esta misma funcién se

conserva en humanos 3°.

Todos estos datos sugieren que Gasl es un importante regulador de la proliferacién y
supervivencia de células progenitoras durante el desarrollo del sistema nervioso central, y muy
probablemente de células progenitoras de otros tejidos donde su expresion ha sido
confirmada, como las células progenitoras de la nefrona 49, del foliculo piloso*!, progenitores

43

de células musculares %2, nicho de células troncales gastricas %3, células precursoras de

neuronas entéricas** y neuroblastos del oido interno #°.
C. Regulacidén de la expresion de Gas1

El gen Gas1 en el ratdn consiste de un solo exdn con una caja TATA ubicada entre -25 y
-30 respecto del sitio de inicio de la transcripcidn (TSS) %6. En el humano su estructura es similar,
excepto por algunas diferencias en la longitud de los extremos 5 -UTR y 3'-UTR (untranslated
region o regién no traducida) de su RNA mensajero #’ (ver también ensembl.org). No obstante,
tanto en el ratén como en el humano la vida media del transcrito es de aproximadamente 2
horas #84%, Aunque varios reportes en la literatura han abordado los mecanismos que dirigen
su expresion bajo diferentes condiciones fisioldgicas, lo cierto es que aln se desconocen las

principales vias de su regulacién. Unicamente la regulacién de Gas1 a través del factor de



transcripcion c-Myc ha recibido especial atencidon, haciendo de éste factor el mejor

documentado.

Desde su descubrimiento por Schneider et al. (1988) ° varios reportes han demostrado
gue Gas1 es un blanco importante de la represién ejercida por c-Myc, tanto in vitro como in
vivo 1946:50-52 Esto tiene sentido, considerando que las funciones de c-Myc son las de promover
la proliferacidn celular mientras que Gasl la inhibe. Aunque los mecanismos utilizados por c-
Myc para ejercer la represidon génica todavia no han sido esclarecidos, se sabe que emplea un
importante proceso de desacetilacion de histonas y metilacién del DNA sobre sus genes blanco
>3, A través de técnicas de mutacion ha sido posible comprobar que c-Myc requiere la
integridad de su caja MBIl en su extremo N-terminal y de un cierre de leucinas (zipper de
leucinas) en su extremo C-terminal para poder ejercer la represidn sobre Gas1 . A favor de
esta evidencia se tiene que aun c-MycS (una version fisiolégicamente mas pequeiia de c-Myc)

mantiene esta misma capacidad represora sobre Gas1 °2.

Reportes mas recientes demuestran que Gasl también estd sujeto a la represidn por
los miR-34a >*>> y miR-184 > en células mesangiales de rifidn, y es también un blanco de
directo de factores de transcripcion como Spl en higado °6, FOXM1 en células de cancer
colorrectal HCT116 y RKO °7, WT1 en progenitores de nefronas “°, C/EBPs en epitelio mamario
y ovocitos de ratén >89 Atohl en precursores de células granulares del cerebelo ' y una
version mutada de p53 en la linea celular de glioblastoma U251 #°. Sin embargo, a excepcién
del reporte que indica que Gas1 puede ser un blanco directo de Atoh1 en cerebelo, muy poca
investigacidon se ha hecho sobre los mecanismos de regulacion de la expresion de Gasl en

progenitores neurales.
D. Factores de transcripcion proneurales de la familia bHLH

Los factores proneurales son una amplia familia de activadores transcripcionales
pertenecientes al grupo de proteinas con dominio hélice lazo hélice basico (bHLH, basic hélix
loop helix), el cual es responsable de su dimerizacion y unidon al DNA (Figura 4). Entre sus
miembros se incluyen proteinas como Mash (1y 2), Neurogenina (1/2/3), NeuroD (1/2/4/6) y

Math (1/3/5/6), todas ellas asociadas a diferentes etapas de la neurogénesis 523,



Para ejercer su funcion requieren su dimerizacién con las proteinas E12 o E47
(isoformas de splicing del gen E2A) %465, ya que solo de esta forma logran unirse al motivo de
DNA conocido como caja E, cuya secuencia consenso se ha determinado como CANNTG ©¢
(Figura 4). Aunque todos estos transactivadores se unen a la caja E, las diferencias en los
nucledtidos centrales de este motivo determinan la identidad del factor proneural que serd

unido 6769,

Los genes que codifican a estos factores de transcripcién se encuentran altamente
conservados a través de la evolucién, habiéndose descubierto inicialmente en Drosophila, y
hoy se sabe que dirigen varias etapas de la neurogénesis, desde la especificacién de células
precursoras hasta la adquisicion de caracteristicas pan-neuronales © y el establecimiento de
subtipos neuronales en el sistema nervioso central 2. Como muestra de esta funcidn se ha
demostrado que Mash1 y NeuroD1 son factores imprescindibles para la reprogramacion de

fibroblastos en células neuronales 270,

Los factores proneurales tienen patrones de expresion muy especificos durante el
desarrollo del sistema nervioso central. Por ejemplo, los factores Ngn2 y NeuroD, que
determinan el establecimiento de neuronas glutamatérgicas, son expresados
fundamentalmente en la parte dorsal del telencéfalo; mientras que Mashl, encargado de
especificar neuronas GABAérgicas, se expresa en la parte ventral del telencéfalo durante el

desarrollo 7?

. Como ya ha sido mencionado en esta tesis, recientemente nuestro grupo
demostré que Gasl se expresa fuertemente en progenitores neurales del telencéfalo dorsal,
sugiriendo que forma parte de las sefiales para el establecimiento de poblaciones neuronales
en esta regién 3°. Sin embargo, hasta ahora no se habia estudiado una relacién entre Gas1y

los factores proneurales presentes en este dominio (Ngn2, NeuroD1 y NeuroD2).

Interesantemente, los ratones mutantes Gas1-/- y NeuroD1-/- comparten un fenotipo
muy similar: desarrollan cerebelos pequefios a causa de una proliferacién disminuida de las
células precursoras granulares del cerebelo, las cuales ademas muestran un aumento de la
apoptosis ©3>7273, De manera notable, ninguno de estos modelos muestra alteraciones en

otras poblaciones celulares dentro del propio cerebelo. Por otro lado, en los ratones NeuroD1-



/- las células precursoras granulares del giro dentado del hipocampo también disminuyen
draméticamente 72, y aunque esta estructura en particular no ha sido analizada todavia en el
raton Gasl-/- nosotros hemos demostrado que Gasl estd fuertemente expresado por éstas
células progenitoras durante toda su morfogénesis 3¢%’. Inmediatamente, estos datos nos
llevaron a considerar la posibilidad de que Gasl sea un blanco directo del factor de
transcripcién NeuroD1 durante la induccion del programa neuronal, y que esta relaciéon
regulatoria haya pasado previamente desapercibida debido a un fendmeno de redundancia
que existe entre Gasl y los otros co-receptores de Shh >®, por un lado; y la redundancia de
NeuroD1 con otros miembros de la familia NeuroD, como NeuroD2 7274 y NeuroD6 727>76,
Adicionalmente, se ha reportado que en células troncales embrionarias de ratén (mESC),
inducidas a expresar de manera ectépica el factor NeuroD1, hay una importante elevacién del

mRNA de Gas1 ”’.

2. Planteamiento del problema

Gasl interviene en el desarrollo de sistema nervioso central permitiendo el
establecimiento y proliferacién de células progenitoras del tubo neural, neocorteza,
hipocampo y cerebelo. Sin embargo, aun es poco lo que conocemos sobre los mecanismos que
dirigen su expresidn en estas poblaciones celulares. Aunque se han propuesto varios factores
de transcripcidn, los cuales pueden regular la expresidon de Gas1, muy pocos estudios a la fecha
han estudiado esto en células progenitoras neurales, lo cual es necesario para comprender
mas a fondo las funciones de Gasl en la neurogénesis. Por otro lado, el patrén de expresidon
de Gasl durante el desarrollo del telencéfalo es muy similar al de los factores de transcripcidn
Neurogenina y NeuroD. Aunado a esto, los ratones mutantes Gas1-/-y NeuroD1-/- comparten
un fenotipo similar. Estos datos sugieren una relaciéon funcional entre ambas moléculas
previamente insospechada. A través de un analisis de la secuencia de Gasl nosotros

pretendemos demostrar que Gas1 es un blanco directo de NeuroD1.



3. Hipétesis

Gas1 es un blanco directo de regulacion por el factor de transcripcién NeuroD1.

4. Objetivo General

Demostrar que Gas1 es un blanco directo del factor de transcripciéon NeuroD1

5. Objetivos especificos

1. Analizar mediante bioinformatica el promotor de Gas1, en busqueda de sitios de union

a factores de transcripcién proneurales (cajas E) que regulen la expresién de Gas1

2. Analizar por inmunofluorescencia el patrén de expresiéon de Gasl y NeuroD1 durante

el desarrollo del sistema nervioso central

3. Clonar un fragmento adecuado del promotor Gasl e insertarlo en un sistema de

expresidn con gen reportero para su estudio.

4. Evaluar la actividad del promotor Gas1 en presencia de NeuroD1 en un modelo in vitro

5. Mediante deleciones y mutagénesis de los sitios de unién encontrados demostrar que

Gas1 es regulado por NeuroD1

6. Mediante inmunoprecipitacion de la cromatina (ChIP) demostrar la union de NeuroD1

al promotor de Gasl1



6. Materiales y Métodos
A. Bioinformatica

Las secuencias genédmicas de diferentes ortdlogos de Gas1 se obtuvieron de la base de
datos RSAT (Regulatory Sequence Analysis Tools, rsat.ulb.ac.be/). Las secuencias se alinearon
en busca de sitios conservados con el programa mVISTA (genome.lbl.gov/vista/index.shtml) y
los sitios de unién a factores de transcripcion se determinaron con Matlnspector
(genomatix.de/). Las graficas logo se ensamblaron en Weblogo (weblogo.berkeley.edu/)

utilizando cajas E analogas detectadas en promotores Gas1 de ocho especies diferentes.
B. Inmunofluorescencia

El uso de animales siguid la Guia para el cuidado y uso de animales de laboratorio de
los Institutos Nacionales de Salud de los Estados Unidos, la Regulacidon mexicana de cuidado y
mantenimiento de animales (NOM-062-Z00-1999, 2001) y las regulaciones internas del
CINVESTAV. Brevemente, ratones hembra prefiadas de 14.5 de gestacidon de la cepa CD1
fueron anestesiadas con pentobarbital y posteriormente sometidas a perfusion cardiaca con
solucidn salina al 0.9 % seguida de paraformaldehido al 4 % (PFA) en solucidon amortiguada de
fosfatos (PBS) 0.1 M y pH 7.4. Los embriones fueron disecados del Utero para extraer los
cerebros. En el caso de los ratones neonatos PO éstos fueron anestesiados sobre hielo y
posteriormente decapitados. Los cerebros E14.5 y PO fueron post-fijados o fijados,
respectivamente, en PFA 4 % a 4°C. Los cortes de 30 um fueron realizados con un vibratomo

(Thermo Scientific, HM650V).

La expresion de NeuroD1 y Gasl se determind por inmunofluorescencia. Se incubaron
secciones de 30 um a temperatura ambiente durante 30 min en PBS 1x/Triton X-100 0,2%. A
continuacion, los cortes se incubaron durante 1 hora en PBS 1x/BSA 1%, luego con los
anticuerpos NeuroD1 (1: 200, Abcam) y Gasl (1: 100, sistemas de | + D) toda la noche. El
anticuerpo secundario (FITC anti- Conejo IgG y Alexa Fluor 647 anti-cabra) se incubo durante

2 horas. Las secciones se analizaron con un microscopio confocal (Leica TCS-SPE) equipado con



objetivo de inmersidn. Las imagenes fueron obtenidas con el software LEICA LAS AF lite (Leica

Microsystems, Wetzlar, Alemania).
C. Cultivo celular y transfeccion

Las lineas celulares NIH/3T3 y HEK-293FT (ATCC) fueron cultivadas en DMEM HG
suplementado con 10% SFB, L-glutamina 2 mM vy penicilina/estreptomicina (GIBCO). Para las
células N1E-115 se utiliz6 DMEM sin piruvato, suplementado también con 10% SFB, L-
glutamina 2 mM y penicilina/estreptomicina (GIBCO). La transfeccién de las células cultivadas

se realizé con Lipofectamina 3000 (Life Technologies).
D. Extraccion de RNA, PCR semicuantitativo y PCR en tiempo real

El RNA total de células o tejidos se extrajo con el método del Trizol y 2 ug de muestra fueron
tratados con DNAsa | (New England Biolabs) antes de realizar la sintesis del cDNA con la
transcriptasa reversa MMLV (Invitrogen). Las PCRs fueron realizados para Gasl, Ngn2,
NeuroD1, NeuroD2, E2A y actina 8 con los oligonucleétidos indicados en el Anexo 1. Los
productos fueron obtenidos con 25-30 ciclos de reaccidn y temperaturas de alineamiento de
50-65°C. EL PCR de tiempo real se realizé con la mezcla de KAPA (KAPA, KR0389) en un
termociclador Eco (llumina). Los valores Cq obtenidos de los experimentos de ChIP se

analizaron con el método del porcentaje del input.
E. Western blot

Las células se lisaron con buffer RIPA suplementado con inhibidores de proteasas
(Roche). Las proteinas se almacenaron a -20°C hasta su uso. Brevemente, 20 ug de muestra se
resolvieron en geles SDS-PAGE (Bio-Rad) y las proteinas se transfirieron a membranas de
nitrocelulosa (Bio-Rad) para ser incubadas con anticuerpos contra Gasl de ratén (1: 500, R &
D AF2644) NeuroD1 (1: 200, Abcam ab16508), GAS1 humano (1: 200, ProScience, Poway, CA)
y anti-B-actina (1: 5000, Garcia-Tovar casero y otros, 2001). Se usaron anticuerpos secundarios
conjugados con HRP (1: 5000, Jackson ImmunoResearch) para visualizar proteinas mediante

guimioluminiscencia con reactivos Western Lighting Plus ECL (Perkin-Elmer Inc).
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F. Construccion de plasmidos

El promotor Gas1 de ratdn se clond por PCR a partir de la clona BAC RP23-288F17 de
Invitrogen (Figura 5A). Un par de oligonucleétidos fueron utilizados (Anexo 1) para amplificar
un fragmento de 3 kb, el cual fue posteriormente insertado en un vector PGL3 (Promega) que
codifica par la enzima reportera luciferasa. El constructo llamado p3.0 fue validado por
restriccion y secuenciacion automatica (Figura 5B y Anexo 2). Las versiones mas pequenias del
promotor se generaron por restriccion. La secuencia codificante del factor de transcripcion
Neurogenina 2 fue subclonada a partir del plasmido Ngn2 (Addgene #34999), restringiendo
con BamHI y generando extremos romos con el fragmento de Klenow. Una segunda restriccion
hecha con Sall generd un fragmento que fue insertado en el vector pCMV-EGFP para crear el
plasmido pCMV-EGFPiresNgn2. Los plasmidos que contiene los cDNAs que codifican para
NeuroD1 y NeuroD2 (Addgene #45026 y #45025, respectivamente) fueron adquiridos en
Addgene.

G. Mutagénesis sitio dirigida

Se utilizé un oligonucledtido mutagénico por cada mutacidn generada en el promotor
Gasl. La secuencia de cada caja E analizada en esta tesis fue cambiada por un sitio de
restriccion, como se indica en las figuras correspondientes (Figuras 6 y 7). Para cada caso se
sintetizd un megaprimer utilizando los oligonucledtidos correspondientes del Anexo 1 y DNA
polimerasa de alta fidelidad (Platinum Tag DNA pol, Invitrogen). Cada megaprimer fue después
utilizado en una segunda reaccion de PCR con el oligonucleétido reverso correspondiente
(Anexo 1). El producto generado en cada reaccion, con la mutacion ya fijada en él, fue luego
insertado en el vector p3.0 que contenia el promotor Gas1. Cada construccién fue entonces

validada por restriccién y secuenciacion.
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H. Ensayo de luciferasa

Las células N1E-115 y NIH/3T3 fueron transfectadas con los plasmidos
correspondientes a cada experimento utilizando Lipofectamina 3000. Un plasmido con Renilla
luciferasa (pRL-CMV, Promega) fue utilizado como control interno de transfeccion en cada
caso. Después de 24 h de transfeccidn las celulas fueron lisadas y analizadas para su actividad
de luciferasa de luciérnaga (p3.0) y Renilla luciferasa (control interno) con el kit de ensayo para
reporteros Dual Glo (Promega). Las medidas relativas de luminiscencia fueron obtenidas en un
luminometro (Turner BioSystems, Madison, WI). Los datos fueron normalizados con el control

interno de transfeccién 78. Todos los experimentos fueron realizados en dias diferentes.

I. Inmunoprecipitacion de la Cromatina (ChiP)

Células N1E-115 se transfectaron con el pldsmido para NeuroD1. Después de 24 h se
incubaron con formaldehido fresco al 1% durante 10 min a temperatura ambiente, se detuvo
la reaccidén con glicina 125 mM y se lavaron las células dos veces con PBS frio. Las muestras se
cosecharon y centrifugaron a 700 x g por 5 min. Las células fueron resuspendidas en buffer SDS
con inhibidores de proteasas (de tal manera que hubiese 107 equivalentes celulares/ml) y se
sonicaron con un equipo Sonics Vibra Cell. Las muestras con fragmentos de 200 a 1000 bp
(Figura 8) se incubaron toda la noche con anti-NeuroD1 (Abcam, ab16508) a 4° con agitacidn
constante, se precipitaron con perlas de proteina G-agarosa y se purificaron por columnas de
silica (EZ-ChIP Millipore 17-371). Se recuperé el DNA y se proceso para PCR en tiempo real con

los oligonucleotidos sefialados en el Anexo 1.

J. Analisis estadistico

Los analisis estadisticos se realizaron en el software Sigma Plot 12 con al menos cuatro
experimentos independientes realizados en dias diferentes. El test de Shapiro-Wilk se usé para
evaluar la normalidad de los datos. Las pruebas estadisticas y post hoc se indican en el pie de

cada figura. Las figuras se generaron con Excel y GraphPad Prism 5.
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7. Resultados

A. Regiones conservadas en el promotor Gas1 lo relacionan con factores proneurales

La presencia de secuencias conservadas en las regiones no codificantes del DNA (i.e.
intrones y regiones intergénicas) es un indicio de la presencia de elementos reguladores de la
expresion génica 7°8%, Con esto en mente, alineamos las secuencias promotoras de los genes
Gas1 de humano, rata y ratén. El alineamiento con el software mVISTA demostro la presencia
de al menos dos regiones altamente conservadas entre las especies, dentro de un segmento

de tres kilobases de promotor (Figura 9A).

Este resultado nos llevd a realizar un analisis mas profundo de las regiones conservadas.
Utilizando el programa Matlnspector logramos determinar la presencia de multiples sitios de
union a factores de transcripcion, interesdandonos por aquellos en los que se ha demostrado
un papel en la neurogénesis. De este modo descubrimos que entre los sitios predichos se
encontraban tres cajas E asociadas a factores proneurales como Neurogenina y NeuroD
(CAGATG y CATCTG, a -1947 y -1704 respectivamente, desde el sitio +1 del gen de ratén) y
Mash1l (CAGATG a -468). Para determinar el grado de conservacion de estos elementos en
particular, analizamos las secuencias promotoras de Gasl de las siguientes especies:
chimpancé, conejo, vaca, perro, pollo y sapo. A través de este andlisis, se pudo encontrar que
existe una caja E analoga en las secuencias correspondientes a estas especies (Figura 9B). Este
resultado junto con la evidencia del patrén de expresidn dorsal de Gasl 3° (Figura 10A) y la
similitud en el fenotipo de los ratones mutantes Gasl-/- y NeuroD1-/- que previamente se

describié en esta tesis ©3>7273 nos llevd a realizar un inmunomarcaje de las dos proteinas.

A través de inmunofluorescencia descubrimos que Gasl y NeuroD1 colocalizan en
células de la neocorteza, el giro dentado del hipocampo y la capa de precursores granulares
del cerebelo en ratones neonatos PO (Figura 10C). Este dato es consistente con el patron de
expresion previamente reportado de estas proteinas y las etapas del desarrollo en las cuales

se detectan 36882 De hecho, los genes muestran una cinética de expresion similar, pues sus
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transcritos se encuentran presentes en etapas similares del desarrollo cerebral cuando las

evaluamos por RT-PCR (Figura 10B).
B. NeuroD1 activa la expresidon endégena de Gas1

Aunque tratamos de implementar un modelo de neurogénesis in vitro,
desafortunadamente no logramos encontrar un modelo que replicara en cultivo el patrén de
expresion de Gasl reportado in vivo, i. e. a nivel de células progenitoras durante el proceso de
neurogénesis. Y es que al ser Gas1 una molécula cuya expresion se regula por la presencia de
suero en cultivo es dificil regular in vitro su expresion 7238 (como en el cultivo de células
granulares del cerebelo y de células SHSY-5Y). Por otro lado, muchas lineas celulares de origen
tumoral como las lineas de neuroblastoma muestran un nivel elevado de c-Myc, el cual muchas
veces es parte del fendmeno que llevo a la transformacion de las células. Las células de
neuroblastoma N1E-115, por ejemplo, tienen hasta cuatro copias de c-Myc en su genoma,
ocasionando la desregulacién de su expresion 8384, Como sefialamos previamente en esta tesis

c-Myc es el principal represor a nivel transcripcional de Gas1 46:°0-°2,

Por este motivo recurrimos a lineas celulares que se sabe pueden expresar
enddégenamente Gas1 sin los efectos negativos de c-Myc. En nuestro caso escogimos una linea
celular murina (células NIH/3T3) y una linea celular humana (HEK-293FT) para este
experimento. Como primer paso se realizé un RT-PCR para determinar la expresién del gen
E2A que codifica para las proteinas E12/47 las cuales son requeridas para formar
heterodimeros con los factores proneurales para su union a la caja E (Figura 11A y B) 6264, Una
vez hecho esto las células fueron transfectadas con un plasmido de expresién para NeuroD1.
Doce horas después de la transfeccidén de NIH/3T3 y 24 h después de la transfeccién de HEK-
293FT se observé la induccidon de Gasl en ambas lineas celulares, en comparacién a las mismas
lineas celulares transfectadas con vector vacio determinado por western blot(Figura 11A y B).

Estos datos demuestran que NeuroD1 puede inducir la expresidon endégena de Gasl.

C. Clonacion del promotor Gas1
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Para investigar si Gas1 es efectivamente un blanco de NeuroD1 decidimos clonar un
fragmento del promotor Gasl de ratén, correspondiente a la regidon analizada por
bioinformatica. Mediante PCR y oligonucleétidos especificos clonamos 3 kb del promotor Gas1
de ratdn a partir de la clona BAC RP23-288F17 (Figura 12A). Este fragmento fue insertado en
un vector de expresion rio arriba de un gen reportero para luciferasa. La validacién de esta
construccion se realizé mediante restriccion y secuenciacién automatica del plasmido (Anexo

2), el cual sera nombrado p3.0 en las siguientes secciones de esta tesis.

Para probar la funcionalidad de este constructo utilizamos células de ratén NIH/3T3.
Estas células tienen la propiedad de expresar Gas1 de manera enddgena cuando son cultivadas
en condiciones de bajo suero o confluencia celular >° (Figura 12B y C). La actividad del
promotor fue evaluada a través de la enzima reportera luciferasa y los resultados reportados
como el cambio relativo respecto a la condicién control. La transfeccién de esta linea celular
con p3.0 indicd que el promotor se cloné correctamente y con suficientes elementos
regulatorios, pues se activd justamente en bajo suero y confluencia celular siguiendo un patrén
de expresiéon dependiente del tiempo de acuerdo a reportes previos 19488 y observaciones
propias de nuestro grupo # (Figura 12D). Asi los siguientes experimentos fueron realizados con

p3.0.
D. El factor NeuroD1 activa transcripcionalmente a Gas1

Enseguida probamos si Gas1 es efectivamente un blanco transcripcional de NeuroD1,
para ello utilizamos la linea de neuroblastoma de ratdon N1E-115. Como primer paso evaluamos
mediante RT-PCR si esta linea celular expresa el gen E2A que codifica para la proteina E12/E47
que dimeriza con los factores proneurales para unirse a la caja E *® (Figura 13Ay B). Una vez
confirmada su expresién proseguimos con la co-transfeccién de p3.0 y NeuroD1 (Figura 13Cy
D). Veinticuatro horas después evaluamos la actividad del promotor por el ensayo luciferasa.
Los factores Ngn2 y NeuroD2 también fueron incluidos en este experimento debido a que
comparten la misma afinidad por la caja E que NeuroD1 ¢’. En presencia de Ngn2 el constructo
p3.0 mostré una débil respuesta, sugiriendo que este factor no es un inductor importante de

Gas1 vy por ello no fue incluido en los siguientes experimentos (Figura 13D). En contraste, en
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presencia de NeuroD1 el promotor mostré una fuerte induccién respecto al grupo control co-
transfectado con EGFP (Figura 13D). La presencia de NeuroD2 también logro inducir al
promotor con una intensidad similar a la de NeuroD1, consistente con el comportamiento
redundante que se ha observado entre estos miembros de la familia NeuroD durante el
desarrollo de la neocorteza, el giro dentado del hipocampo y los precursores de células
granulares del cerebelo 72776 (Figura 13D). El hecho de que Gas1 responda con una actividad
similar a ambos miembros de la familia NeuroD, sugiere que estos factores proneurales

pueden también mostrar redundancia sobre la activacion de Gas1.
E. Elementos distales en el promotor Gas1 median su respuesta a NeuroD1

Para saber que regiones del promotor son responsables de la respuesta a NeuroD1
eliminamos diferentes regiones de su secuencia mediante restriccion (Figura 13E y F). La
eliminaciéon de 1 kb en el extremo 5° (constructo 2.0) abolié la respuesta del promotor a
NeuroD1 y NeuroD2. El mismo fenédmeno se encontrd con p1.0 al que se le eliminaron 2 kb de
promotor (Figura 13E y F). Estos datos indican que la regién mas distal contiene los elementos
de respuesta a proteinas NeuroD. Inesperadamente, una deleciéon interna de la secuencia del
promotor afectd su respuesta a proteinas NeuroD a pesar de que no se eliminaron los
elementos distales que potencialmente median la respuesta de Gas1 (Figura 13E y F). En su
caso, la secuencia eliminada contiene un repetido GAGA de 172 bp de largo. Interesantemente,
este elemento se ha asociado con una conformacidn especial de la cromatina que favorece la

transcripcion en células animales 8° (Discusion).

Para ahondar estos resultados se realizé la mutacién de las cajas E distales. Cada caja
fue cambiada por un sitio de restriccion el cual nos sirvid para la validacion de los mutantes
ademas de su secuenciacion automatica (Figura 14A y B). Posteriormente la actividad de cada
mutante fue comparada con la del promotor silvestre (wt, wild type). La mutacidn de la caja E
mas distal (a -1947) disminuyd su actividad en respuesta a NeuroD1 y NeuroD2 en un 50%
(Figura 14C). Un efecto similar se observé cuando la segunda caja E (a -1704) fue eliminada,
sin embargo, en esta ocasion la disminucion en la respuesta a NeuroD1 resulto mas afectada,

> 83%, sugiriendo que este es el principal motivo usado por este factor proneural (Figura 14C).
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Finalmente, estos datos fueron confirmados por inmunoprecipitacién de la cromatina
(ChIP) en células N1E-115 transfectadas con NeuroD1. Utilizando un anticuerpo dirigido contra
NeuroD1 y oligonucledtidos especificos contra el promotor Gasl detectamos unidn de
NeuroD1 a las dos cajas E distales determinadas por bioinformatica (Figura 14D y E). Aunque
detectamos unién de NeuroD1 en ambas cajas E la sefial mas intensa de la caja -1704 sugiere
que ésta es el principal sitio de unidon de NeuroD1 en el promotor de Gas1, consistente con los
resultados de la mutacién de este sitio (Figuras 14 D y E). En resumen, los datos indican que
Gas1 es un blanco directo de NeuroD1 durante la inducciéon del programa neurogénico

promovido por este factor proneural.

8. Discusion

Aunque inicialmente Gasl fue descubierto como un supresor tumoral capaz de inhibir
el crecimiento de células transformadas 34, posteriormente se demostré también su papel
como co-receptor de Shh para favorecer la proliferacién celular durante el desarrollo del

sistema nervioso 33.

Ambas funciones de Gasl estan ligadas a vias de transduccion diferentes. Por un lado
al interferir con la via de la neurotrofina GDNF (la via PI3K/Akt) GAS1 inhibe el crecimientoy la
viabilidad celular 3%716, Por el otro, al formar parte de la via de Shh, Gasl promueve la
proliferacion celular 3487, Al participar en dos sistemas de transduccién de sefiales diferentes
es posible que los niveles de expresion de Gas1 determinen el tipo de respuesta que las células
muestran. Ciertamente, la sobreexpresion de Gasl es interpretada por algunas células como
una sefial de arresto del crecimiento »>1°y en ocasiones muerte celular >8788, En contraste, la
presencia de Gasl en células progenitoras de la corteza cerebral, del giro dentado del
hipocampo 3¢, del tubo neural >34, de la capa granular del cerebelo ¢, de la nefrona %° y del
foliculo piloso #° (en niveles mas “fisioldgicos”) estd asociada a la proliferacién de dichas
poblaciones celulares. Comprobar este fendmeno, sin embargo, requerird de un abordaje
experimental con un sistema que, primero, cuente con las dos vias de sefalizacion, y segundo,

cuyos niveles de expresidon de Gasl puedan ser regulados. Asimismo, a este escenario habria
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gue agregar si las funciones de Gasl dependen de su forma anclada a la membrana o cuando

se la encuentra soluble 1314,

Sea cual fuere el futuro de estas investigaciones lo cierto es que Gasl ha sobresalido
como una molécula esencial para la fisiologia de las células progenitoras neuronales. Su
regulacion en este tipo de células precursoras fue explorada en esta tesis. Los datos
acumulados al dia de hoy indican que Gasl es importante para la generacion de neuronas
justamente porque se encarga del mantenimiento de las poblaciones de células progenitoras
(i.e. de su amplificacion y supervivencia). Esta idea es consistente con la presencia de Gasl en
células progenitoras de tejidos no neuronales como del foliculo piloso 8 y precursores de la

nefrona “° donde también cumple un papel a favor de la proliferacion.

Utilizando genédmica comparativa encontramos un segmento de secuencia conservada
en el promotor de Gas1 (Figura 9A). La conservacion es uno de los primeros criterios para
deducir la presencia de elementos de regulacion 72892921 En el alineamiento comparamos las
secuencias de humano, rata y ratdén ya que estas especies son las que se han utilizado con
mayor frecuencia en la investigacién de Gasl. Sin embargo, al contar con los genomas
secuenciados de muchos organismos no necesariamente utilizados como modelos de
investigacidon decidimos analizar sus correspondientes secuencias de Gasl. Este enfoque
evidencio la presencia de cajas E asociadas a los factores de transcripcion Ngn, NeuroD y
Mash1 (Figura 9B), los cuales participan activamente en la neurogenesis ®2. De forma
interesante todos estos genes fueron expresados en etapas similares del desarrollo del cerebro

(Figura 10B).

Las cajas E mas distales halladas en el promotor se relacionan con las proteinas
Neurogenina y NeuroDs, mientras que la caja mds proximal se relaciona con Mash1. Debido a
gue previamente demostramos que Gasl se expresa fundamentalmente en el telencéfalo
dorsal durante el desarrollo 3¢ (Figura 10A), justamente el domino de expresién de Ngn2,
NeuroD1y NeuroD2 7162, decidimos estudiar funcionalidad de las cajas E distales. Por su parte,

el factor de transcripcion Mash1 se expresa principalmente en el telencéfalo ventral 7%, una
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regién en la cual nosotros no encontramos expresién de Gas1 3¢y por ello no se incluyé en el

estudio.

Buscando en la literatura algun antecedente que pudiera relacionar a Gas1 con estos
factores proneurales encontramos que de manera interesante los ratones Gas1-/- y NeuroD1-
/- comparten una importante caracteristica: nacen con cerebelos pequefios a causa de una
disminucién en la poblacién de células progenitoras granulares 3>7273, Consistente con esto,
nuestros experimentos de inmunomarcaje demostraron que existen poblaciones de células
NeuroD1+ que expresan también Gasl en neocorteza, giro dentado y precursores granulares
de cerebelo (Figura 10B). Esta es la primera vez que NeuroD1 y Gasl son encontrados juntos
en la neocorteza indicando que algunas poblaciones de NeuroD1+ dependen de Gas1 para su
mantenimiento 3%°2, De igual manera, la co-localizacion de ambas moléculas en el giro dentado
sugiere un rol similar, ademas este dato es congruente con el patrén de expresién previamente
reportado de estas moléculas. Se ha visto que la ausencia de NeuroD1 en el ratén mutante
NeuroD1-/- ocasiona una dramatica reduccién de las células precursoras del giro dentado 72, y
aunque esta estructura no ha sido analizado en el ratén Gasl-/- todavia, aqui demostramos
que Gasl esta presente durante toda su morfogénesis 36 en etapas que son consistentes con

el patrén de expresion de NeuroD1 82,

La co-expresion de Gasl y NeuroD1 en las células precursoras granulares del cerebelo
(Figura 10C) es consistente con el fenotipo presentado por los ratones Gas1-/- y NeuroD1-/-
donde existe una disminucion en la proliferacion de esta poblacidon celular al mismo tiempo
que un aumento de la apoptosis 3>7%73, Aunque se ha observado que los ratones NeuroD1-/-
tienen un fenotipo antero-posterior que el modelo Gasl-/- no tiene, propiamente la presencia
de un 5% de supervivencia de neuronas granulares en el I6bulo anterior, lo cierto es que este
fendmeno parece el resultado de mecanismos de supervivencia aun no descritos en esta
region 3. En el caso del ratdn Gas1-/- la disminucidn en el nimero de células granulares ocurre
de manera mdas homogénea, aunque estos animales no se han analizado por largos periodos
como los NeuroD1-/-. Es necesario considerar, sin embargo, que NeuroD1 no es el tnico factor
gue puede estar regulando a Gas1. Atohl, por ejemplo, es otro factor proneural que dirige la

proliferacion de precursores granulares del cerebelo °3°%. De manera interesante los genes
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blanco de Atoh1 determinados en estas células precursoras incluyen Gasl ®'. Asimismo, es
notable que el mutante Atoh1-/- muestre una disminucion en el nimero de células granulares
de cerebelo pero sin aumento de la apoptosis %4, Sin embargo, Atoh1 solo es expresado en
cerebelo pero no en telencéfalo dorsal como si lo hace Gas1 °*. Estos datos sugieren que la
expresion de Gas1 se logra a través de varios mecanismos en diferentes poblaciones de células
progenitoras del cerebelo (y del cerebro) con el fin de asegurar su proliferacidon y supervivencia
en varias etapas de la neurogénesis. Interesantemente, las células pilosas del oido interno de

ratones neonatos parecen co-expresar Atohly Gas1 *°.

Para demostrar que los sitios predichos efectivamente median la regulaciéon de Gasl,
clonamos con éxito un fragmento con elementos suficientes del promotor Gasl de raton.
Aunque los sistemas de expresidon heterdlogos en los que genes humanos son trasferidos a
células de ratén, o viceversa, son vdlidos y se han reportado en multitud de trabajos, nosotros
decidimos hacer homogéneos nuestros experimentos en la medida de lo posible utilizando el
ratdn como modelo de estudio (salvo la transfeccion de células humanas HEK-293FT con
NeuroD1 de ratdn). La conservacion evolutiva de genes y proteinas justifica muchas veces esta
practica y permite la extrapolacién de los datos, pero no necesariamente es valido en todos
los escenarios. Datos previos de nuestro grupo indican, por ejemplo, que el promotor GAS1 de

humano no muestra la misma actividad cuando se transfiere a células de raton.

Nuestros datos de transfeccion en células HEK-293FT y NIH/3T3 con NeuroD1 apoyan
la capacidad de este factor para inducir la expresién de Gas1 no solo en células murinas sino
también humanas (Figura 11). Para probar si las cajas E distales halladas en el promotor son
responsables de esta respuesta a NeuroD1 realizamos diferentes ensayos de co-transfeccion.
La co-transfeccion de p3.0 con Ngn2, NeuroD1 y NeuroD2 demostré que el promotor responde
fuertemente a estos dos ultimos factores de transcripcion (Figura 13). Quiza la similitud de la
respuesta observada entre NeuroD1 y NeuroD2 se deba a la redundancia de funciones que
existe entre estas proteinas de la familia NeuroD 72737376 Por otro lado, la poca actividad de
p3.0 en presencia de Ngn2 (comparada a la mostrada en presencia de los factores NeuroD)

sugiere que Ngn2 no es un fuerte inductor de Gas1 por lo que fue descartado del estudio.
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La delecién del extremo 5" en los constructos p2.0 y p1.0 es consistente con la idea de
que elementos distales en la secuencia son responsables de la regulacién por NeuroD (Figura
13E y F). Por su parte, la delecidn interna en el constructo pAE mostré poca actividad a pesar
de que las cajas E distales en el promotor se encontraban intactas. Sin embargo, es interesante
qgue la regidon eliminada contiene un repetido GAGA de 172 bp de largo. Este motivo se ha
asociado en D. melanogaster a una conformacién de la cromatina carente de histonas la cual
es esencial para favorecer la expresidon de genes homedticos y Hsp70 8>, La misma funcidon
se le ha asociado en genes de mamifero, donde los repetidos GAGA se presentan en las
regiones intergénicas de los genes Hox °°7. Los repetidos GAGA se unen al factor de unién a
GAGA (GAF) cuya funcion parece estar conservada en la evolucion %. Si el promotor Gasl
utiliza un mecanismo de regulacién transcripcional dependiente del repetido GAGA tendra que
ser demostrado en experimentos futuros, pero la evidencia presentada en esta investigacion
es consistente con esta hipdtesis. Vasanthi et al. (2010) °® describieron una secuencia de
repetidos GAGA en el complejo HoxD del genoma del ratdn, la cual cumple la funcién de
separar los dominios de expresidn espacial y temporal de Evx2 y Hoxd13. Cuando transfirieron
esta secuencia a células de Drosophila observaron que se mantenia esta funcién, es decir,
seguia estableciendo limites de cromatina en un mecanismo también dependiente del factor
GAGA 8. Este enfoque resulta interesante y podria ser aplicado con la secuencia de repetidos
GAGA que hayamos en el promotor Gasl, para evaluar su papel como mediadora de la
activacion de la transcripcion %°. Es importante resaltar que tal repetido se encontré
Unicamente en el promotor Gas1 de ratdn, ninguna de las otras especies analizadas en este
trabajo mostré la presencia de un motivo semejante (datos no mostrados), asi que estariamos

frente a un mecanismo regulatorio de Gas1 especifico de especie.

Las mutaciones y el andlisis ChIP confirmaron que las dos cajas E distales (E1 y E2) se
unen a NeuroD1 (Figura 14). Aunque es evidente que ambas cajas pueden mediar la activacion
del promotor frente a NeuroD1 como a NeuroD2 nosotros creemos que este fendmeno puede
deberse a un caso de redundancia entre estos factores proneurales. Para empezar, los dos
factores de trascripcion comparten una afinidad similar por la misma caja %768, Si este

fendmeno de redundancia se mantiene en la regulacién de Gasl tendrd que analizarse
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posteriormente. La literatura por lo pronto indica que los ratones NeuroD2-/- también

muestran alteraciones cerebelares similares a los NeuroD1-/- 74,

De esta manera, aunque NeuroD1 puede unirse a las dos cajas E nuestros experimentos
de mutagénesis sugieren que existe una preferencia significativa por la caja E2 (a-1704) ya que
la disminucidn en la respuesta del promotor Gas1 a NeuroD1 se vio mas afectada cuando esta
caja en particular fue mutada. Estos datos son consistentes con los resultados del andlisis ChlP.
El par de oligonucleétidos nombrados como PCR4 originaron una seial ligeramente mas
intensa de acuerdo al ChlIP lo cual sugiere, considerando que el amplicén correspondiente
incluye la caja E2, que este segundo motivo es el preferido por NeuroD1 para inducir la

expresion de Gas1.

Con base en estos experimentos proponemos que Gas1 es uno de los multiples blancos
que utiliza NeuroD1 durante la induccién del programa neurogénico ”’. Utilizando las cajas E
distales, NeuroD1 induce la expresion de Gas1 posiblemente como una ruta para propiciar la
amplificacién de las poblaciones de células progenitoras comprometidas a un destino
neuronal. Como hemos mencionado previamente, Gasl se ajusta a esta funcién debido a su

papel como co-receptor de Shh >®,

Sin embargo, no podemos descartar que esta relacion entre Gas1 y NeuroD1 pueda
tratarse de un proceso especifico del tipo celular. En el desarrollo de la retina, por ejemplo,
Gas1 se expresa en el epitelio pigmentado 2* mientras que NeuroD1 se expresa en el epitelio
neural 8%, En este caso Gasl funciona como supresor del ciclo celular de las células
pigmentadas. Interesantemente, el epitelio pigmentado puede transdiferenciarse a epitelio
neural bajo multiples estimulos 2419 (se cree que es una fuente de células troncales retinianas)
pero aun no sabemos si durante este proceso de transdifereciaciéon Gas1 y NeuroD1 llegan a

interactuar de forma regulatoria.
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9. Conclusiones y perspectivas

Proponemos que Gasl es un blanco directo de NeuroD1 durante la induccién del
programa neurogénico inducido por este factor de transcripcién. Gas1 proporcionaria una via
para mediar la amplificacién de progenitores neurales a través de Shh. No obstante, esta
relacidn regulatoria entre Gas1 y NeuroD1 debe ser confirmada a través de métodos genéticos
mas completos como la generacién de un modelo doble mutante Gas1-/-;NeuroD1-/-, cuyo
analisis debe tomar en cuenta los fenédmenos de redundancia de Gas1 con las proteinas Boc y
Cdo y de NeuroD1 con otras proteinas de la familia NeuroD. Asimismo, estos datos pueden ser
complementados con ChIP-sequencing de células progenitoras neurales NeuroD1 positivas

aisladas de cerebro embrionario.
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ANEXO 1. Oligonucledétidos y enzimas utilizadas en esta investigacion

Oligonucledtidos para clonar el promotor Gas1

F (Mlul) GACGAT(ACGCGT)ACATGGTGTCCTTAAAGAGTGAAAG

R (Xho1) ATCCTA(CTCGAG)CTGGTAAAGGCGGGTGTTC

F (E1) GAACACAAGGTCTCGCTAGCATTCTCC

F (E2) GCTGTACCATCTAGAGCTAGTTTTTAAG

R1 TTTGGGAAAAGCTGGCTG

R2 CCCCAGTGCAAGTGCAGGTGCC

Oligos ChIP-qPCR

F (PCR1) TTTGAAAGAGGGGAATGCAC

R (PCR1) TAAGGGAGGTCACGAGTGCT

F (PCR2) CCCTCCAGGGTTTTAGCTGT

R (PCR2) GGATGCATCTTCTGGCTTCT

F (PCR3) GGGCTGGCTTTCTTCTTAGG

R (PCR3) CTGAGAGCTCCAGGCCACT

F (PCR4) GCTTCTGCCTGGGATAAACA

R (PCR4) ACCGTGCTCCTACCCTAACC

F (PCR5) TCCACTTTCTGAACGCACTG

R (PCR5) AAACTGGCTCCTTCCTCTCC

F (NeuroD1) TCACCCCTCCCCAGAACTTTCCT

R (NeuroD1) AATAGGCAGGTCACGTGGTTCCC

F (Gasl) ACGCAGTCGTTGAGCAGCGCC

R (Gasl) CTGTGCCTGATGGCGCTGCTGC

F (E2A) GATCTACTCCCCGGATCAC

R (E2A) TGACATGGGGCCGGTGAA

F (Ngn2) CGAGCGCAACCGCATGCAC

R (Ngn2) ATAAAGTGCAGCTGTATGGG

F (NeuroD1) CGAGCGCAACCGCATGCAC

R (NeuroD1) CAGGCAGCCGGCGACCAAAT

F (NeuroD2) CGAGCGCAACCGCATGCAC

R (NeuroD2) TCTCCGAGAGAGCCCAGATGTA

F (actina) TCACGCACGATTTCCCTCTCAG

R (actina) ATTTGGCACCACACTTTCTACA

Construcciones de Gas1

Plasmido Tamaiio (bp) Enzimas de restriccion (uso)

p3.0 7761 Milul/Xhol (clonacién)
p2.0 6753 Mlul/Avrll (delecion)
pl.0 5875 Mlul/EcoRlI (delecion)
pAE 6887 Avrll/EcoRl (delecion)

31



ANEXO 2. Resultado de la secuenciacién del promotor Gas1 de ratdn. El sitio de inicio de la
transcripcion (TSS) se marca en rojo. La caja TATAy las cajas E distales que unen a NeuroD1 se

resaltan en amarillo. La region de repetidos GAGA se marca en azul.
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GGTACCGAGC TCTTACGCGT

GACCCAGGAA
GGCTGCCTGT
TGTCTTCAGG
AATCAAGGCT
ACCTTTAGAA
GCATCAGTAA
ACACACACAC
GCACACGCAC
ACACACACGC
ACACACACAC
ATGCAGACTT
TTAGGAATCC
TGTCTTGAGA
TTCTTCTTAG
TAGCAAGTGA
TCTAACTAGC
ATAAACAGGC
CGTTTGTTTT
GGGTAGGAGC
TGAGGTTTCA
AGCCAGGTTA
CTCTTTGGAG
TTCCTTTGCT
TGATAGTCTC
CCACAGACTC
TAAGGTCGCT
TGGCTTTTGC
CGTAGCGGGT
GGTAGCGCTC
GTTCGTATTT
TGGATTTCTT
GAAAGGGGGA
GAGGTCGTGG
GAGAGAGAGA
GACAGAGAGA
GAGAGACAGA
ACCCGTGTGT
CAATGAATTC
GAACTCAGAG
GGATGCAAAG
CAAACAAAAA
GGATGCAGGC
TGGGGTTCGG
TCAGGCTCCC
TGCCCACCGC
AAAAAAAAAA
GCCGGGGAAG
AGCGGGCAAG
CGTTGCTAAT
GGCGCCGCGG
CTCGCGGCGA
TCCGGGTCTC
CCTGGCGCCC
AGGGGACCAA
GTGCTACGCG
GTCTGCAGGC
CTTCGCCGCG
GACCCGGACC
GGAGCGAACA

AGCCTATATT
TCCTCTGGCC
ATGAGCACTC
AAGATGGATT
CAAACACAGT
CACTGCACGC
ACACACACAC
ACGCGCACGC
GCGCGCGCGC
ACACACACAC
TCAGGCCCTC
AGATATGAAC
GCTCTCTAAA
GAGCTCAGGA
GCAATCTGAC
TGTCCTTAAA
TTGCTGTACC
CTATTACTAA
ACGGTGGCTT
GAGACAGCTT
ATCCGTCAGG
AGGTGGACAG
TCAGCAGCGA
ACCATGGAAA
GCGGTGCCTC
TGAGAGAGTC
TTTAAACACA
CAATTTACCC
AGCATTCCCA
AAAAAAAAAA
AGTTTGAAAA
CTGAAAGCTG
TTGTGATGGT
GAGAGAGAGA
GAGACAGACA
GAGAGACAGA
GCCCGCGCGC
TCAAAACTCC
ATGAGGAGCC
ATGGGGGATC
GGGGGCGGAG
AGCTGGCCCT
TATCCCAGCC
TAAGCCGTTC
CCTCCCCCAC
GTTTCAACAA
GGGGCCGAGC
CCTGGAGCGC
GTTTTTGTTT
CACCACACGG
GCTAGTCCGC
GGAGCAGAGA
AGAACTTCCC
GCGTCCTGGC
CCGCTGAGCC
GCCTAGCACC
TCCCCCCGGA
TGCGTCGCCG
CCCGCCTTTA

ACATGGTGTC
TGAAAGAGGG
TTCCACGTCA
GTGACCTCCC
CATGTGACCA
CAGAACATTC
ACGCGCGCAT
ACACACGCAC
ACGCACATGC
ACACACACAC
ACACACACAC
CAGGGTTTTA
ACAAGGTCTC
GAAGCCAGAA
TCACAGATTG
CTCAAAGCAA
CTTGCAGCGA
ACATCTGGCT
ATTCATGGTC
CACACAGCTC
CCTCAGCCTA
CCCTCACTCT
TCCACTTTCT
TTTAGCCTTA
GGGGAGAGGA
TAGTGGCCAA
CTGCTCTGAC
GCGAGGAACT
TCGTCCTCTG
GGGTTTTTAA
ATCGTGAGTA
CGATGTCCAG
GTGGAAAGTG
GGCTCGGTGT
GAGAGAGAGA
GAGAGAGACA
CAGAGACAGA
GCAATCTGTG
CTGCCTTCGC
TGAAAATTAA
AGTAAGAATT
GAAGGGAACA
AAGCCCTGCC
TCCTGAAGAG
CTTTCAAGCC
TCTGCAGCCC
CAACAGGCTG
AAAGGGCGCC
GCGGGGCCAG
GTTTGCTTTT
GGGCTCCCGG
BecceaaeTc
AACGCTCCGA
GGAGCGCGGC
CGCGGGAAGG
GGGAACCGAG
ATGCACCCCC
ACGGCACTGA
CGCTTCTCAG
CCAGC

CTTAAAGAGT GAAAGCCCAG

GAATGCACAC
AGGCCATGAG
TTAGCTCCCA
GCAAAGGTGA
CCCCAGTAAG
ACACACACAC
GCACGCACAC
ACACACACGC
ACGCACACAC
CGCCTTAAAT
GCTGTCAGAG
CAGATGATTC
GATGCATCCC
TTAAGGATAA
GTGGCCTGGA
TCCTCCCGCT
AGTTTTTAAG
CTAACCATGA
AGTCTGCCTC
GGCAGCCAGC
CGCCCTTTCA
GAACGCACTG
AATTTTGTGA
AGGAGCCAGT
AAGCTGCATT
TGCAAAGCCC
GAAACGTGCA
TGCTGTAACT
TGCTAAGATT
AAGAAATAGT
TGCGAGGGCC
TCCTTCTTGT
GTGTGTGTGT
GAGAGAGAGA
GAGAGAGAGA
GACAGAGAGA
TCTAAGTTTT
TATACCCCCC
AGTGACTTTC
AATAAAAGTG
AAAAGGCCGG
CGCTGGCTCT
TGGGAGGAGC
CTGAATGCCT
CACTCCAGCG
GACCAATAGC
GGAGAGTGGA
GGCTCGGCGA
CTATGCATGC
CCCACTTTTG
CGCGGATCCG
GTTTCGGGGT
CCAGACCGGG
CGGGATGCCA
GAGCCGCCGG
GGCGCCGCGC
GCGCCTCCAA
GGAGCCCCGG

AGCCTGCTGT
TCTGTAAAGA
CTGAGACCTG
ACTATTTGTA
CAGCTCTGAA
ACACACACAC
ACGCACGCGC
ACACGCACAC
ACGCACGCAC
CTTGTTGGAA
ATTCAAAGAG
TCCTGCAGGG
AGGGCTGGCT
AAAAGGACCT
GCTCTCAGGA
TCTGCCTGGG
GATAGATTTG
ATTAGGGTTA
TCTCATCCTG
TTTTCCCAAA
AACTCTTTAA
CAGCTGGGGC
CAGACTGAGT
TTTTGACAGG
GCGCCACAGT
GCTCTGCTGG
GTTTAAAGCA
GCAGCCAGGT
TGTCATTGCC
TTCAGTTCTT
TTACCTGCCG
GGTGGTGGTA
GTGTGAGAGA
GAGAGAGAGA
CAGACAGAGA
GAGAGAGAGA
TAAAGTCTTA
GAGGTGATCA
GAACTTTCTC
TCCCCCCACC
TGGCTGAGCC
GTGCGCGAGC
TGGGCCTGTG
GAATGTGAGC
GCTCGGAAAA
AGCTCGCAAA
GAAAGGAGAA
GCCGGAGGAG
ATAATGAGGG
TATTTAAAGC
CTCCCCAAGC
CCTCCCTGCG
GTAGAGGGGG
GAGCTGCGAA
CCGCACGACT
GCTCCTGCAG
CCGTCTACCG
CCGCGGTGCC
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ANEXO 3
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AUTHOR BLOCK: *M. A. QUEZADA, J. SEGOVIA;
Physiol., CINVESTAV, Mexico, Mexico

Y fue publicado en:

e (Quezada-Ramirez MA et al. The Growth arrest specific 1 (Gasl) gene is
transcriptionally regulated by NeuroD1 via two distal E-boxes, Exp. Cell Res., XXX
(2018) XXX-XXX. Accepted January 24. (In Press)
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Departamento de Farmacologia, CINVESTAV). Articulo en preparacion

e GAS1 inhibits the growth of glioma cells in an in vivo murine model evaluated
by bioluminiscent method. Articulo en preparacion
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