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RESUMEN	  
	  
El TGFβ es una citocina pleiotrópica que controla múltiples procesos celulares como la proliferación 
celular, la apoptosis, la producción de matriz extracelular entre otros procesos que dependen del tipo y 
contexto celular.  La proteína SnoN es un   correpresor transcripcional, de genes inducidos por la 
citocina TGFβ y participa en procesos de proliferación celular, senescencia y diferenciación. Se ha 
establecido que el TGFβ es una de la principales señales que controla la estabilidad de proteína y el 
transcrito de SnoN a través de sus efectores intracelulares, las proteínas R-Smad/Smad4.  
 
SnoN presenta una expresión ubicua, con bajos niveles de expresión basal en células normales. Los 
niveles de SnoN son controlados estrictamente desde la transcripción del gen, a través de su promotor 
y/o super-enhancer, y a nivel de la estabilidad de la proteína por modificaciones postraduccionales. 
Alteraciones en sus niveles basales pueden tener consecuencias en la homeostasis celular y en la 
respuesta mediada por TGFβ en las células. En un proceso de regeneración hepática se ha observado un 
aumento en los niveles de la proteína y del transcrito de SnoN, a pesar de que la señal del TGFβ se 
mantiene activa durante este proceso y conociendo que es una señal de conduce a la degradación de 
SnoN; sin embargo, se desconoce la señal y los mecanismos que controlan la expresión de SnoN en 
dicho proceso y en particular en los hepatocitos en regeneración. 
 
En este trabajo identificamos señales alternas a la vía TGFβ/R-Smads que regulan los niveles de 
expresión de SnoN en los hepatocitos. Estudiamos la expresión de SnoN a nivel de una regulación 
transcripcional y a nivel de la estabilidad de la proteína. En el primer caso, se identificó mediante un 
análisis bioinformático, un super-enhancer putativo en una región distante al extremo 5’ del promotor 
del gen de sno, que a diferencia del super-enhancer  reportado en humano, este comprende 8 
secuencias enhancer putativas definidas por marcas de cromatina como H3K4me1, H3K27ac, y por los 
factores Med-1, p300 y Pol II, que se distribuyen en una región de aproximadamente  22 kb. Adicional 
a ello, identificamos en el promotor del gen sno sitios de unión para el factor transcripcional TEAD1 
que regula genes dependientes de los co-factores YAP y TAZ, los cuales son modulados por la 
dinámica del citoesqueleto de actina. 
 
En cuanto a la regulación de la estabilidad de la proteína, observaciones previas del laboratorio 
mostraban que la proteína SnoN es regulada por compuestos que modulan la dinámica del citoesqueleto 
de actina. Los resultados de este trabajo muestran que los niveles de la proteína SnoN aumentan cuando 
se promueve la polimerización de actina, y este incremento en los niveles de la proteína no depende de 
la transcripción del gen sno. Además, los resultados muestran que otras señales independientes al 
TGFβ, como las de los GPCRs, podrían controlar la estabilidad de SnoN en los hepatocitos, 
principalmente vía la regulación de la polimerización de actina. 
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Abstract	  
	  
	  
Transforming Growth Factor beta (TGFβ) is a pleiotropic cytokine that regulate numerous cellular 

processes such as cell proliferation, apoptosis and production of extracellular matrix depending on cell 

type. SnoN function as transcriptional co-repressor of TGFβ/Smad pathway, and participate in several 

processes like proliferation, differentiation and aging. TGFβ is the main signal that regulates the 

stability of SnoN protein and its gene expression.  

 
SnoN expression is controlled at transcripcional level by its gene promoter and a super-enhancer, 

whereas their protein stability is controlled by post-translational modifications. During hepatic 

regeneration induced by partial hepatectomy, the SnoN mRNA and protein are increased by an 

unknown mechanism. We decided to identify additional signals and mechanisms to the TGF-β pathway 

that control SnoN expression in hepatocytes . We identified a super-enhancer putative in the mouse sno 

gene, composed by a cluster of 8 enhancer sequences, which were defined by epigenetic marks such as 

H3K4me1, H3K27ac, and also by the presence of transcriptional factors as Med-1, p300 and Pol II 

distributed in a region of 22 Kb. Furthermore, we identified TEAD binding sites on sno gene promoter, 

these transcriptional factors are regulated by the cofactors YAP and TAZ that are modulated by 

cytoskeletal dynamics. 

 

Furthermore, we showed that SnoN protein levels increased when actin polimerization was induced by 

compounds as Sphingosine 1-Phosphate, CytochalasinD and Jasplakinolide, and this increase of SnoN 

levels was independent of sno gene transcription. Data suggest that TGFβ-independent signals like 

GPCRs can also regulate SnoN expression in hepatocytes by modulating actin polymerization. 
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INTRODUCCIÓN 

 

La transducción de señales es un proceso mediante el cual las células perciben su entorno a través de 

receptores para diversas señales y generan una respuesta a la misma. Los procesos de señalización 

celular, son mecanismos básicos inherentes a la vida, lo cual permite la evolución, por que no hay 

cambio si no existe un receptor para percibir las señales,  y todo un proceso orquestado para responder  

a dicha señal inductora del cambio,  así como la capacidad de adaptarse al mismo. 

 

Una misma señal puede ser percibida e interpretada de manera diferente dependiendo del tipo celular. 

Los elementos básicos que integran una vía de transducción de señales son: la presencia de un receptor 

para detectar la señal, uno o varios transductores (quienes son los encargados de transducir la señal al 

interior de la célula), la activación o no de amplificadores, y la producción de segundos mensajeros. El 

control o modulación de una vía de señalización esta dada a todos los niveles, desde la producción y 

disposición de ligandos, sus receptores y la activación o no de los transductores, y de las proteínas o 

ácidos nucleicos involucrados. Los mecanismos que operan son muy variados, y principalmente  

involucran interacciones proteína-proteína, modificaciones postraduccionales o interacciones proteína-

ácidos nucleicos. Estas interacciones, dependiendo la naturaleza y función de los elementos 

participantes, van a promover procesos de activación o inactivación de enzimas, estabilidad o  

degradación de proteínas, secreción de vesículas, reordenamiento del citoesqueleto, así como inducción 

o represión de genes, entre otras. 

 

En este trabajo nosotros nos enfocamos en el estudio de SnoN, un regulador negativo de la vía de la 

citocina TGFβ.  

 

El  TGFβ   

 

El Factor de Crecimiento Transformante beta mejor conocido como TGFβ  fue identificado en 1980 

por la Dra. Anita Roberts (NIH, E.U.) (Roberts et al. 1980). Esta citocina controla una amplia 

diversidad de procesos celulares que dependen del contexto celular; entre estos destacan el control de la 

proliferación celular, la diferenciación, la apoptosis, la producción de matriz extracelular y otros 

efectos.  
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EL TGFβ, a través de su vía de señalización canónica, activa  receptores transmembranales, primero 

uniéndose a su receptor transmembranal tipo II (TβRII). Este receptor tiene un  actividad constitutiva 

de cinasa de residuos de Ser/Thr, que al unir a su ligando permite reclutar al receptor tipo I o ALK5 

(Activin Receptor–Like Kinase 5) (Figura 1). Una vez formado el complejo heterotetramérico de 

receptores y ligando, el receptor tipo II TβRII transfosforila al receptor tipo I TβRI (ALK5) en una 

secuencia rica en serinas y treoninas TTSGSGSG, denominada dominio GS. Esta fosforilación activa al 

receptor TβRI, quien propaga la señal intracelular al fosforilar a las proteínas R-Smads  (Smad2 y 

Smad3) en el motivo SSXS en su extremo C-terminal, y promueve así su interacción con Smad4 

(Massagué, 1998).   

 

	  
	  
	  
	  
	  

	  

	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  

	  

 

Las proteínas Smad 

 

Las proteínas Smads, denominadas así por la combinación de los nombres de las proteínas homólogas 

descubiertas en Caenorhabditis  elegans y Drosophila melanogaster (SMA: small body size y MAD: 

! Tβ"

Smad&2/3"

Smad&4" Smad&2/3"

TF"

Smad&4" Smad&2/3"

P"

P"

P"

TβRII"

P"

TβRI"

Smad&2/3"

P"
TβRII"

P"

Citoplasma"

Núcleo"

Tβ"

Figura 1. Vía de señalización 
canónica del TGFβ  a través de 
las proteínas Smad2/3-Smad4. 
Un dímero de TGFβ se une al 
receptor tipo II y éste recluta y 
fosforila a TβRI para activar su 
función de cinasa. TβRI activo 
fosforila las proteínas Smad 2/3 en 
su extremo C-terminal y se 
promueve su oligomerización con 
Smad4. El complejo de Smads se 
transloca al núcleo y en conjunto 
con factores transcripcionales y los 
coactivadores regula a sus genes 
blanco. 



	   12	  

Mother Against Decapentaplegic), son efectores de la vía canónica del TGFβ y se clasifican en tres 

tipos:  

 

1) R-Smads o Smads activadas por el receptor: Existen 5 proteínas R-Smad diferentes que son 

activadas dependiendo del miembro de la superfamilia del TGFβ; así, las Smad1, Smad5 y Smad8 

responden a los estímulos de BMPs, MIS  y GDFs, en tanto que las Smad2 y Smad3 se activan en 

respuesta a TGFβ pero también en respuesta  a Activina, Nodal  y Miostatina (Massagué, 1998).   

 

2) Co-Smad o Smad común. Es una Smad que funciona en la señalización de todos los miembros de la 

superfamilia del TGFβ y se denomina Smad4.  

 

3) I-Smads o Smads Inhibitorias: Estas son las proteínas Smad6 y Smad7 que funcionan dependiendo 

del miembro de la familia del TGFβ de quien se trate; así, Smad6 es un regulador negativo 

principalmente para la vía de BMPs, mientras que Smad7 regula tanto la vía de TGFβcomo la de BMPs 

(Massagué, 1998).  

 

Las proteínas Smad presentan 3 dominios estructurales característicos, a excepción de las I-Smads que 

solo presentan dos (Figura 2). 

 

• En la porción N-terminal, el dominio MH1 (130 aa) de las R-Smads y de Smad4, se caracteriza 

por permitir la interacción de las Smads con el surco mayor del DNA, a través de su estructura 

de orquilla-β o “β-hairpin”. Smad2 no tiene capacidad para interaccionar con el DNA por 

contener una inserción en la secuencia de su exón 3 (Massagué, 1998). 

 

• El dominio MH2 de 200 aa., localizado en la porción carboxilo, presenta el motivo SSXS que es 

fosforilado por el receptor tipo I (como ALK5), así como también contiene motivos para 

favorecer las interacciones con factores transcripcionales y favorece la heterodimerización entre 

las R-Smad y la Co-Smad (Massagué, 1998). 

 

• Los dominios MH1 y MH2 estan conectados por el dominio linker. Este dominio exhibe 

mayores diferencias, en cuanto a tamaño y similitud de secuencia, entre los diferentes tipos de 

Smads. A lo largo de esta secuencia, en las R-Smads se encuentran múltiples sitios de 
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fosforilación de serinas y treoninas para diferentes cinasas como CDK8/9, CDK4/6, Erk2 y 

GSK3β que modulan la estabilidad, localización y función de las Smads, favoreciendo 

determinadas interacciones proteína-proteína (Alarcón et al. 2009, Alarcón et al. 2011). 

 

En el dominio linker también se localiza el motivo PY, el cual es importante para mediar la 

interacción de las Smad con el dominio WW de ligasas de ubiquitina E3, como Smurf2, y así 

reclutarlas a sus sustratos como SnoN, para mediar su poliubiquitinación y posterior 

degradación vía el proteosoma. 
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Figura 2. Esquema de los dominios estructurales de las proteínas Smad. En la parte superior se 
muestra una representación de los diferentes dominios de las Smads y algunas de sus funciones; abajo se 
esquematizan los diferentes dominios para las R-Smad, Smad4 y las I-Smad. De manera adicional se 
muestran los diferentes sitios de fosforilación para las R-Smad y la cinasa que participa. Modificado de 
Wrigton et al. 2009 y Alarcón et al. 2011.  
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Regulación transcripcional vía las Smads  

 

La activación de las Smad2/3 por fosforilación y su oligomerización con Smad4 favorece la 

importación nuclear de estos heterotrímeros, en donde actúan principalmente como factores 

transcripcionales. El reconocimiento de las Smads por sus  genes blanco se da por la interacción entre 

su estructura β-hairpin (horquilla beta) con el surco mayor del DNA. La secuencia reconocida por las 

Smads es corta, de entre 4 y 5 pares de bases (pb) 5’-CAGAC-3’ y 5’-AGAC-3’, y se denomina SBE 

(elementos de unión a las Smads) (Massagué y Wotton 2000). Las secuencias SBE son muy abundantes 

en el genoma, se repiten cada 1024 pb y las Smad se unen a ellas con una afinidad muy baja de 10-7 M, 

razón por la cual, las Smads requieren asociarse con una amplia diversidad de factores 

transcripcionales y con co-activadores transcripcionales como p300/CBP, a través de su extremo C-

terminal para promover la regulación de sus genes blanco (Massagué y Wotton 2000). Los complejos 

de las proteínas R-Smad/Smad4 pueden asociarse también con correpresores transcripcionales como 

SnoN quien favorece el reclutamiento de un complejo correpresor conformado por HDACs y mSin3a 

para inhibir los genes blanco de las Smad. 

 

La proteína SnoN 

 

SnoN (Ski novel protein Non Alu containing) identificado inicialmente como una oncoproteína, consta 

de de 684 a.a (aminoácidos). Su gen fue descubierto con base a su homología con el gen v-ski a partir 

de un tamizaje de librerías de cDNA (Nomura et al. 1989). SnoN es miembro de la familia de proteínas 

Ski (Sloan Kettering Institute); entre estas dos proteínas,  hay  una similitud del 50% entre sus 

aminoácidos y un 36 % de identidad. El gen que codifica para SnoN en humano, denominado skil (ski-

like) puede dar lugar a 4 isoformas generadas por splicing alternativo denominadas: SnoN (684 aa), 

SnoN2 (638 aa), SnoA (Alu-containing de 415 aa) y SnoI (Insertion de 399 aa), mientras que en 

roedores como la rata y el ratón el gen denominado  sno (ski novel gene) solo codifica para 2 

isoformas: SnoN (684 aa) y SnoN2 (638 aa).  

 

Cabe destacar que todas las isoformas son idénticas en los primeros 366 aa de su región N-terminal; sin 

embargo, se expresan diferencialmente: SnoN2 es una isoforma abundante en organismos como el 

ratón y la rata, mientras que en humano la isoforma más abundante es SnoN, en tanto que SnoI y SnoA 

se expresan principalmente en músculo esquelético del humano, (Figura 3) (Nomura et al. 1989; Zhu et 

al. 2012). 
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Estructura de SnoN 

 

La proteína SnoN presenta hacia la región N-terminal dos dominios característicos muy conservados 

entre los miembros de la familia de proteínas Ski: el dominio DHD (Dachshund Homology Domain) y 

el dominio SAND (denominado así por las proteínas en que fue identificado: Sp100, AIRE1, 

NucP41/75 y DEAF1). El dominio DHD presenta una estructura globular y en algunas proteínas este 

dominio permite la interacción con el DNA; sin embrago, por estudios cristalográficos, se ha 

determinado que SnoN es incapaz de interactuar directamente con el DNA, por lo que a partir del 

dominio DHD, SnoN interactúa con proteínas y factores transcripcionales como Smad4, p53 y PML 

(Zhu et al. 2012). En cuanto a la región C-terminal, ésta es la más variable entre los miembros de la 

familia de Ski y entre las mismas isoformas de SnoN, pero es a través de esta región que se presenta la 

homo- o hetero-oligomerización  entre SnoN y otras proteínas como  Ski (Zhu et al. 2012) (Figura3).  

 

DHD# SAND#
v(Ski#

SnoN#

SnoN2#

Smad2/3( Smad4( NLS( Coil(coiled(Dbox(

438(aa(

684(aa(

638(aa(

415(aa(SnoA#

399(aa(SnoI#  
Figura 3.  Dominios estructurales de SnoN y sus isoformas. Se resaltan los dominios estructurales 
característicos. En el N-terminal se muestra el DHS y SAND. También se muestran las isoformas de SnoN en 
humano como: SnoN2, SnoA y SnoI (Modificado de Deheuninck  et al. 2012). 
 

SnoN funciona como co-regulador transcripcional 

	  
Una de las principales funciones de SnoN es que actúa como coactivador o como correpresor 

transcripcional, dependiendo de con que proteínas se encuentre asociado en un tipo o contexto celular 

determinado. Ejemplo de esto ocurre en la vía del Factor de crecimiento Transformante beta o TGFβ, 

en donde SnoN interacciona con las proteínas Smad2/3 y reprime su actividad transcripcional, al 

reclutar a otros correpresores, como mSin3A, N-CoR y HDACs, y con ello inhibe las acciones del 

TGFβ. En otro contexto como la regeneración axonal, SnoN se asocia al complejo de coactivadores 

p300/CBP, que tienen actividad de acetiltransferasas y que promueven la expresión del gen que 

codifica para la proteína de andamiaje Ccd1 (Ikeuchi et al. 2009). 
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El papel biológico de SnoN 

 

SnoN es expresando ubicuamente en todos los tejidos, desde los embrionarios hasta en los tejidos 

adultos en un nivel normalmente bajo; sin embargo, en determinados procesos fisiológicos se da un 

incremento en sus niveles proteicos, como por ejemplo en el mantenimiento de la pluripotencia de las 

células troncales, en la regeneración hepática, o en procesos patológicos como el cáncer (Pelzer et al. 

1996, Macías Silva et al. 2002, Tsuneyoshi et al. 2012, Zhu y Luo 2012). 

SnoN contribuye al mantenimiento de la pluripotencia 

 

SnoN es un mediador de la función de las vías de señalización de Activina/Nodal, miembros de la 

superfamilia del TGFβ que actúan a través de las proteínas Smad2 y Smad3. Ambas vías de 

señalización regulan la pluripotencia de células troncales, así como la especificación de linaje en 

mesodermo o endodermo respectivamente. En las células troncales, SnoN se encuentra en altos niveles 

y regula el mantenimiento del estado pluripotente al reprimir la expresión de genes de diferenciación de 

mesodermo, en tanto que al progresar la diferenciación, SnoN es degradado vía el sistema Ubiquitina 

Proteosoma y permite la expresión de genes de mesodermo y endodermo (Zhu et al. 2012; Tsuneyoshi 

et al. 2012).  

SnoN y el proceso de angiogénesis 

 

En el desarrollo embrionario, las vías de transducción de BMP9/BMP10 y de TGFβ participan en la 

promoción de la angiogénesis, ambas vías activan al receptor tipo 1 ALK1 que activa a los efectores 

Smad1/Smad5. En este proceso, SnoN promueve la activación de las proteínas Smad1/Smad5 en 

células endoteliales, al facilitar la interacción de estas proteínas con el receptor ALK1 quien las 

fosforila para activarlas. De no ocurrir este proceso, se produce una angiogénesis defectuosa y 

malformaciones arteriovenosas, que conllevan a la letalidad embrionaria a los 12.5 días en los ratones 

embrionarios (Zhu et al. 2013). 

SnoN y la glándula mamaria 

 

Al final del embarazo y durante los primeros días de la lactancia hay un incremento en los niveles de 

SnoN, en tanto que sus niveles disminuyen durante la involución de la glándula mamaria y al final de la 

lactancia. Ratones transgénicos, que sobre-expresan una versión truncada de SnoN en el C-terminal 
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(correspondiente a una versión de solo 366 aa), tienen un incremento en la ramificación y en la 

proliferación alveolar en la glándula mamaria, lo que indica que SnoN es importante en el desarrollo de 

esta estructura (Jahchan et al. 2010).  

SnoN  y la senescencia celular 

 

La proteína p53 ha sido considerada el guardián del genoma debido a que participa en mecanismos que 

aseguran la integridad y estabilidad del genoma. p53 es degradada continuamente por el sistema 

ubiquitina proteosoma para promover la progresión del ciclo celular. La proteína p53 se estabiliza  por 

señales que generan daño al DNA como la radiación UV, roturas de doble cadena y detiene la 

progresión del ciclo celular de la fase G1/S hasta que no se haya reparado el daño al DNA. Cuando se 

mantiene una activación prolongada de p53, esto puede conllevar a apoptosis o a un proceso de 

senescencia celular. 

 

La senescencia celular es un proceso fisiológico en el cual las células pierden su capacidad 

proliferativa. A diferencia de células en estado de quiescencia, las células senescentes presentan una 

disminución de proteínas de ciclo celular, expresan inhibidores de ciclo celular como CDKIs (p15, 

p21), secretan factores como TGFβ, IGF, PAI1 así como factores pro-inflamatorios que de manera 

autocrina o paracrina reforzarán el estado de senescencia; además, las células senescentes  son positivas 

a la tinción de SA-β-Galactosidasa (Muños y Serrano 2014). 

 

Al intentar dilucidar las funciones de SnoN independientes de TGFβ, la Dr. Kunxin Luo y y su grupo 

de trabajo, desarrollaron un knock-in en ratón de una mutante de SnoN, incapaz de interactuar con las 

proteínas R-Smad y Smad4. Ellos observaron que los ratones knock-in presentan una disminución en su 

vida media, un decremento en su reproducción, el desarrollo de osteoporosis y la disminución de su 

capacidad regenerativa, similar a lo observado en ratones mutantes que expresan a p53 de forma activa. 

El mecanismo que interconecta a SnoN y p53,  consiste en que SnoN regula positivamente la 

estabilidad de p53, favoreciendo el reclutamiento de esta a los cuerpos PML (Promielocytic Leukemia 

Virus). La unión directa entre los a.a. 255-258 de SnoN y p53 estabiliza a esta última y evita  su 

reconocimiento por la ligasa E3 Mdm2; así mismo, activa a p53 al favorecer su acetilación y 

fosforilación (Pan et al. 2009; Pan et al. 2012). Este es un ejemplo de cómo  SnoN actúa como un 

supresor de tumores  al favorecer  la estabilidad de p53, que al ser estable y activa por un periodo 

prolongado de tiempo, conduce a un estado de células senescentes. 
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SnoN tiene un papel dual en el cáncer 

 

SnoN fue identificado inicialmente como una proto-oncoproteína, sin embargo recientemente se ha 

demostrado que  SnoN  tienen un papel dual al actuar como supresor de tumores y como oncoproteína. 

Su papel como promotor de tumores está asociado a que sus niveles proteicos se han encontrado 

elevados en diferentes tipos de líneas celulares cancerosas, y en tejidos de carcinoma de esófago, 

melanoma y cáncer de mama positivo al receptor de estrógenos (Zhang et al. 2003, Poser et al. 2005  

Akagi et al. 2008), en donde se cree que SnoN bloquea las acciones anti-proliferativas del TGFβ. 

 

En la glándula mamaria de ratones transgénicos que expresan el oncogen PyVmT (Polyomavirus 

middle T) se ha observado que si SnoN se sobre-expresa, entonces se incrementa la formación de 

múltiples adenocarcinomas y se presenta metástasis hacia pulmón (Jahchan et al. 2010); además, el gen 

de SnoN humano, localizado en el locus 3q26.2, se encuentra frecuentemente amplificado en cáncer de 

esófago, pulmón, ovario, cérvix, cuello y próstata (Imoto et al. 2001). En contraste, existe evidencia de 

que SnoN puede ser un supresor de tumores debido a que la deleción de una copia de su gen en ratones, 

provoca un incremento en su suceptibilidad para desarrollar tumores por exposición a carcinógenos 

(Shinagawa et al. 2000). En el caso contrario, la disminuación de la expresión de SnoN mediante  

shRNA, si bien inhibe la proliferación de las células cancerosas de pulmón y de mama in vivo e in vitro 

y por consiguiente el volumen tumoral, también promueve la transición epitelio-mesénquima y la 

metástasis (Zhu et al. 2007). Estos datos sugieren que un balance altamente regulado en los niveles 

proteicos de SnoN es muy importante para ejercer sus funciones adecuadamente. 

 

Regulación de la expresión de SnoN  

 

Dada la gran variedad de procesos en los que SnoN participa, se ha visto que la regulación de su 

expresión es finamente regulada a diferentes niveles, incluida la transcripción de su gen, la estabilidad 

de su proteína, y su localización subcelular. 

 

A nivel transcripcional, el gen sno es inducido por la vía del TGFβ y además puede ser regulado por 

otras señales como el estrés oxidativo, el daño tisular, el daño al DNA, por factores de crecimiento 

como el HGF, e inclusive por hormonas como la  prolactina (Zhu et al. 2012; Pan et  al. 2012). 
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Regulación transcripcional del gen que codifica para SnoN: el promotor del gen humano skil 

 

Recientemente en el laboratorio se caracterizó el promotor del gen de SnoN en humano, el cual se 

denomina skil y en organismos como el ratón o la rata se denomina sno (Figura 6). En el promotor se 

han identificado diferentes sitios putativos de unión a factores transcripcionales y de manera particular, 

se ha demostrado la función de varios sitios SBES de unión para las Smads activadas por la vía del 

TGFβ (Tecalco et al. 2012), (Figura 4). Cabe destacar que no se ha investigado la participación de 

todos los factores transcripcionales predichos en análisis in silico, los cuales curiosamente son factores 

transcripcionales activos en el proceso de regeneración hepática, como son los  receptores de 

glucocorticoides y los del ácido retinoico, además de los factores C/EBPs  α y β, y NFκB; además se 

desconoce si estos pueden ser los responsables de la regulación del mRNA de SnoN en dicho proceso 

fisiológico. En la Figura 5 se muestran los factores transcripcionales predichos que podrían unirse al 

promotor del gen skil. Los factores mostrados son solamente aquellos que son capaces de interactuar 

con las R-Smads. 

	  
Gen Skil Homo sapiens 

Locus:'3q26'
NC_000003.11'
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Figura 4. Pomotor de skil. Se ejemplifica la localización del gen de skil en el cromosoma 3 humano y en una 
amplificación se detallan su secuencia promotora, resaltando los sitios de unión a las Smad, mostrados en 
recuadro gris, que en su conjunto conforman un TRE: elemento de respuesta a TGFβ. También se muestra el SIE 
(Elemento Inhibitorio de las Smad) y el sitio de unión a HGF (Factor de Crecimiento de hepatocitos)  
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Figura 5. Sitios de unión a factores transcripcionales en el promotor de skil. Se muestran los TFBS cercanos 
a los elementos de respuesta a las Smads (SBES) y solo  se muestran aquellos factores que pueden interactuar 
con  las proteínas Smads. En cada recuadro de color se muestra el porcentaje de identidad de los TFBS putativos 
con relación a la secuencia consenso de la base de datos de Transfac, de acuerdo al programa Alggene.En los 
recuadros negros se muestra el grado de identidad entre las secuencias promotoras de humano y ratón 
(Modificado de Domínguez, 2008, y Tecalco et al. 2012). 
 

El gen sno/skil es regulado por el TGFβ  

	  

De acuerdo a la caracterización del promotor del gen skil,  se determinó el mecanismo mediante el cual 

este promotor es regulado por los efectores de la vía del TGFβ. El mecanismo consiste en que en 

estado basal; es decir, sin estímulo, la proteína Smad4 en conjunto con SnoN y HDACs regulan 

negativamente la expresión del gen que codifica para SnoN.  La activación de la transcripción se da 

cuando la proteína SnoN es degradada vía el proteosoma, en respuesta al TGFβ, participando las 

proteínas Smad2/3 como adaptadoras para las diferentes ligasas de ubiquitina como Smurf2, APC y 
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Arkadia. Posteriormente, una vez que se degrada la proteína SnoN en respuesta al estímulo por TGFβ, 

el complejo Smad2/4 induce la transcripción del gen de SnoN, aumentando los niveles del RNAm y de 

la proteína, y cuando la proteína se acumula funciona como parte de una asa de retroalimentación 

negativa, esta reprime la expresión de probablemente varios de los genes controlados por las proteínas 

Smad2/3; un ejemplo de esos genes, es el propio gen de SnoN (Tecalco et al. 2012) (Figura 6).	  
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Figura 6. Regulación entre la vía del TGFβ  y SnoN. En un estado basal se encuentra reprimida la expresión 
del gen skil por su propia proteína y a tiempos cortos de estimulación con TGFβ se degrada SnoN vía 
proteosoma por el complejo p-Smad2/3-E3 ligasa permitiendo la inducción de su gen a las 2 horas. 
	  
	  
	  
Regulación Transcripcional del gen de SnoN por un super enhancer 

	  

Un segundo mecanismo descrito para regular transcripcionalmente a SnoN, involucra la participación 

de un super-enhancer descrito para humano, localizado a -3.6 Kb del promotor de SnoN.  

 

Un enhancer es una secuencia regulatoria que potencia la actividad transcripcional del gen sobre el que 

actúa y su acción es independiente de su orientación respecto a su gen blanco; actualmente estas 
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secuencias regulatorias se caracterizan por marcas de cromatina como la monometilación de la lisina 4 

(H3K4me1), la acetilación de la lisina 27 (H3K27ac) y la presencia del factor p300 (Pott et al. 2015).  

Existe un subconjunto de enhancers denominados super enhancers definidos por las mismas marcas de 

cromatina de un enhancer como H3K4me1 y H3K27, y que además se caracterizan por presentar una 

alta densidad de sitios de unión a  factores transcripcionales, sitios de unión a p300/CBP, un 

enriquecimiento en la unión del complejo Mediador Med1, así como a PolII, cohesinas, eRNAs 

(transcritos  no codificantes de la secuencia de enhancer), y adicional a ello la unión de los factores de 

pluripotencia Oct4, Sox2 y Nanog (Whyte et al. 2013). Otro subconjunto de los mismos es el que 

comprende aquellos que pueden organizarse a manera de “clusters”, que se refiere a regiones con 

varias secuencias de enhancers separadas una de otra por una distancia arbitraria no mayor a 12.5 Kb 

(Pott et al. 2015). Funcionalmente el modo de acción es igual al de un enhancer; sin embargo, estas 

secuencias regulatorias se han asociado a genes que controlan la pluripotencia de células troncales, y 

que están involucrados en la especificación de linajes celulares, así como a oncogenes (Hnisz et al. 

2013). 

  

En el caso particular del gen de SnoN en humano, el super-enhancer descrito se caracteriza por 

presentar sitios de unión para los factores de pluripotencia: Nanog, Oct4 y Sox2. A través de la unión 

de estos factores, así como de la unión de proteínas Smad2/4 en el promotor del gen de SnoN, es que se 

promueve la transcripción del gen en el estado de pluripotencia de las hESC (células troncales 

embrionarias de humano)  (Tsuneyoshi et al. 2012). 

 

Existen condiciones, en las cuales células adultas ya diferenciadas son capaces de volver a expresar 

temporalmente los factores de un estado embrionario pluripotente, tal es el caso de los hepatocitos que 

en el proceso de regeneración hepática inducida por una hepatectomía parcial, expresan Oct4 y Nanog 

(Bhave et al. 2011); sin embargo, se desconoce si un super-enhancer podría controlar también la 

expresión de SnoN durante la regeneración hepática o en un proceso de diferenciación de células 

multipotentes como los hepatoblastos. Además, tampoco se sabe si el super-enhancer descrito en 

humano esta conservado en otras especies como el ratón y la rata. 
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Modulación de la estabilidad de la proteína SnoN  

 

En ensayos in vitro en líneas celulares, el TGFβ induce la degradación de la proteína SnoN vía el 

proteosoma, a tiempos cortos de tratamiento de alrededor de 30 min (Tecalco et al. 2012). Este proceso 

es mediado por las proteínas Smad2/3, quienes actúan como adaptadoras para reclutar ligasas de 

ubiquitina E3 como: Smurf2, APC y Arkadia, quienes marcan por poliubiquitinación a SnoN, para que 

sea reconocido y degradado vía el proteosoma (Peters, 1999; Bonni et al. 2001; Nagano et al. 2007). 

Smurfs 

 

Las Smurfs (“Smad Ubiquitin Related Factor”) son ligasas de ubiquitina E3 de la familia HECT y 

pertenecen a la subfamilia C2-WW (Bonni et al; 2001). Las proteínas Smurf  interacciona a través de 

su dominio WW con el motivo PY en la región linker de Smad2, y ésta a su vez puede interaccionar 

simultáneamente con SnoN. La unión de Smad2 con Smurf2 favorece la interacción del dominio HECT 

de Smurf2 (el cual posee la actividad catalítica para transferir la ubiquitina) al dominio carboxilo de 

SnoN, promoviendo su poliubiquitinación  y degradadación vía el proteosoma. (Figura 7a) (Bonni et al. 

2001).  

Complejo promotor de la Anafase (APC)  

 

Los niveles proteicos de SnoN son regulados durante la progresión del ciclo celular por el complejo 

promotor de la anafase (APC), disminuyendo sus niveles durante la mitosis. APC es un complejo 

conformado por 11 subunidades, de las cuales APC 11 es quien tiene la capacidad de ligasa E3 de 

ubiquitina con una estructura de tipo “RING-finger”. Para llevar a cabo su actividad de ligasa, esta 

proteína se asocia con las proteínas CDC20 y CDH1 que le confieren especificidad para actuar sobre 

los motivos de destrucción (D-box) de sus proteínas blanco durante la mitosis o la fase G1, 

respectivamente (Peters, 1999). El complejo CDH1/APC interactúa con el motivo D-box de SnoN y 

éste es poliubiquitinado en las lisinas K440, K446 y K449, y entonces es degradado vía el proteosoma 

(Figura 7b).   
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Arkadia 

 

La proteína Arkadia, también conocida como “RING-finger 111”, es una ligasa de ubiquitina E3 que 

interacciona con el dominio SAND de SnoN, y promueve su poliubiquitinación y degradación vía el 

proteosoma (Figura 7c) (Nagano et al. 2007).  

 

 

 

 
Figura 7. Mecanismos de regulación de SnoN 
por Smad2/3-E3 ligasas. (a) Smad2 favorece la 
interacción entre Smurf 2 y SnoN al interactuar el 
motivo PY de estas con el WW de Smurf2. (b) 
Smad2/3 y CDH1 median la interacción entre 
SnoN y APC a través del motivo D-box de SnoN. 
(c) Arkadia interacciona con SnoN de forma libre 
o en asociación con las Smads2/3.  
 

 

Regulación	  de	  SnoN	  por	  sumoilación	  
 

Además de su ubiquitinación, SnoN es regulado por sumoilación. Sumo es una proteína de 11 kDa que 

se adiciona covalentemente a los residuos de lisina que se localizan en la secuencia consenso yKxE, en 

donde “y” corresponde a un aminoácido hidrofóbico, “K” es un residuo de lisina, “x” representa 

cualquier aminoácido y “E” es un residuo de ácido glutámico (Hannoun et al. 2010). El proceso de 

sumoilación es catalizado por 3 enzimas: E1, E2 y E3. La enzima E1 (Aos1/Uba2) activa a Sumo, la 

Enzima E2 (Ubc9) es la enzima de conjugación y la enzima E3 es quien transfiere a Sumo a la proteína 

blanco (Hannoun et al. 2010). 

SnoN es modificado por sumoilación en las lisinas 50 y 383 en un proceso mediado por la enzima E2 

(Ubc9) y la enzima E3 (PIAS1), y esto promueve que SnoN regule diferencialmente a los promotores 

de sus genes blanco, en particular, reprime la expresión de la miogenina (Han et al. 2006, Hsu et al. 

2006). 

TIF1γ es otra enzima E3 que promueve la sumoilación de SnoN y no de SnoN2. La relevancia 
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b

c"

SnoN"

SnoN"
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funcional de esta modificación es que de esta manera SnoN bloquea el proceso de Transición Epitelio 

Mesénquima (EMT) mediado por la señal de TGFβ en células NMuMG, en donde SnoN-Sumo 

correlaciona con una disminución de la expresión de genes relacionados a la EMT como Zeb1, Zeb2, 

snail, MMP9 y PAI-1 (Ikeuchi et al. 2014). 

Todos estos mecanismos y niveles de regulación sobre la proteína de SnoN y su transcrito  sugieren 

que una alteración o pérdida de los mecanismos de su regulación pueden tener repercusiones sobre la 

homeostasis y respuesta de la célula. Así por ejemplo, los niveles de la proteína de SnoN se 

incrementan en determinados contextos fisiológicos pero también en contextos patológicos; por lo 

tanto,  comprender cuales son los mecanismos que operan en una célula normal para controlar los 

niveles de SnoN nos permitiría entender que procesos se modulan en un modelo proliferativo como la 

regeneración hepática. 

	  
	  	  
ANTECEDENTES 

	  
SnoN y la regeneración hepática  

 

El hígado es un órgano con un papel importante en la regulación de la homeostasis metabólica, que 

participa en la  síntesis, almacenaje y redistribución de nutrientes como las proteínas, ácidos grasos, 

vitaminas, carbohidratos, urea,  la secreción de ácidos biliares, y es el principal órgano de 

destoxificación (Michalopoulos 2007, Taub, 2004). Aparte de sus funciones metabólicas, el hígado 

posee capacidad regenerativa que se activa cuando se produce algún daño o como respuesta de un 

proceso de destoxificación; sin embargo, esta capacidad regenerativa disminuye  ante daños crónicos 

causados por toxinas, el abuso del alcohol o la hepatitis, y si el daño se mantiene, puede conlleva a la 

cirrosis y el cáncer hepático (Taub, 2004).  

 

La capacidad regenerativa del hígado puede ser estudiada a través de diferentes modelos animales que 

pueden ser químicos o quirúrgicos. En los modelos de daño químico se emplean compuestos como el  

tetracloruro de carbono CCl4 o acetaminofeno, los cuales provocan la muerte de los hepatocitos y 

producen inflamación. La restitución de la masa hepática ocurre solo en el tejido dañado y 

normalmente involucra la participación de células troncales. El modelo quirúrgico por excelencia es la 

hepatectomía parcial desarrollada en roedores por Higgins y Anderson en 1931. El modelo consiste de 

una  remoción quirúrgica de 2/3 partes del hígado (lóbulos mayores), y la masa hepática se restaura a 
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los 10 días después de que se realiza la cirugía. Las ventajas de este modelo es que no involucra 

inflamación,  necrosis o fibrosis, y la restitución de la masa hepática se lleva a cabo por la proliferación 

de los tipos celulares restantes y no involucra células troncales o progenitoras como en los modelos 

químicos (Taub, 2004; Kang et al. 2012 ). 

 

El proceso de regeneración hepática es complejo y en él,  participan diversas señales, factores e 

inclusive cambios mecánicos que en su conjunto  actúan sinérgicamente para restituir la masa hepática, 

promover el remodelaje de la matriz extracelular y reconstituir la vasculatura hepática. Dentro de los 

factores involucrados se encuentran  los cambios en las proteínas que median los contactos célula-

célula y célula-matriz, que se alteran por la propia hepatectomía o por la circulación portal, la cual 

aumenta después de la hepatecomía y acarrea un conjunto de señales que favorecen la regeneración. 

Una de las señales que regula la homeostasis de los hepatocitos es el TGFβ, que tienen efectos 

antiproliferativos en este tipo celular y promueve la apoptosis en cultivos primarios. En la regeneración 

hepática, las células de Kupffer y las células endoteliales son los principales productores de esta 

citosina, y se cree que esta es una de las señales importantes para detener el proceso de hiperplasia en el 

hígado; sin embargo,  la vía canónica del TGFβ se encuentra activa durante las etapas tempranas del  

proceso de regeneración en los hepatocitos (Macías Silva et al. 2002). 

 

En los hepatocitos, y no así en las células no parenquimatosas del hígado (como las células estrelladas, 

las células de Kupffer y las células epiteliales del ducto biliar, entre otras) se ha observado un aumento 

en los niveles de expresión de SnoN, al inducir el proceso de regeneración hepática por hepatectomía 

parcial, y este aumento se ve reflejado tanto a nivel de RNAm como de proteína (Vázquez-Victorio et 

al. 2015, Macías Silva et al. 2002). Este aumento ocurre alrededor de las 2 h posteriores a la 

hepatectomía y los niveles proteicos de SnoN se mantienen elevados al menos durante 48 h post-

hepatectomía (Vázquez-Victorio et al. 2015; Macías Silva et al. 2002). El incremento en los niveles de 

SnoN sugiere que este puede ser uno de los mecanismos mediante los cuales se bloquean los efectos 

antiproliferativos del TGFβ en los hepatocitos en los inicios de la regeneración hepática. No obstante, 

el TGFβ es  una de las principales señales que promueven la degradación de SnoN, y al  tratar cultivos 

primarios de hepatocitos aislados a las 2 hrs post-hepatectomia, se ha observado que el TGFβ 

promueve la degradación de SnoN (Vázquez-Victorio et al. 2015). Por lo tanto resulta interesante 

determinar que señales alternas a TGFβ regulan la expresión de SnoN en los hepatocitos.  
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Los hepatocitos son células que perciben señales mecánicas y estas pueden determinar diferentes 

respuestas a una misma señal. Un elemento que determina como el hepatocito reconoce su medio 

extracelular es el citoesqueleto, una red interconectada de filamentos a través del cual se integran 

múltiples señales entre ellas las mecánicas, que repercuten en determinar la forma de la célula, ayudan 

para su migración, la organización de sus organelos, el tráfico del contenido intracelular, y modulan la  

respuesta a citocinas (Fletcher et al. 2010). Para llevar a cabo todas sus funciones, el citoesqueleto se 

compone de 3 principales tipos de filamentos: los filamentos de actina, los microtúbulos y los 

filamentos intermedios. Cada uno de estos filamentos genera una red o estructura muy particular  que 

va a responder a diferentes estímulos, dadas las propiedades particulares de cada filamento; así, las 

principales diferencias entre estos filamentos son su rigidez, la dinámica de su ensamblaje, su polaridad 

y el tipo de motores moleculares que se asocian a ellos (Fletcher et al. 2010). 

 

Señales alternas a la vía del TGFβ/R-Smad que regulan la expresión de SnoN  

 

La regulación de la estabilidad de SnoN es dependiente del contexto celular; así, datos obtenidos en 

nuestro laboratorio muestran que la regulación de SnoN es diferente en líneas celulares hepáticas 

transformadas versus no transformadas, detectando que existen varios mecanismos en hepatocitos que 

regulan la estabilidad de SnoN, los cuales no se observan en células cancerosas (Caligaris et al. 2015). 

Una de las observaciones más importantes al respecto, es que la modulación del estado de 

polimerización del citoesqueleto de actina vía Receptores Acoplados a Proteínas G (GPCRs) afecta 

diferencialmente la estabilidad de Ski y SnoN en hepatocitos normales (Caligaris et al. 2015, Vázquez-

Victorio et al. 2015). La esfingosina 1-Fosfato (S1P), un lisofosfolípido derivado del metabolismo de la 

esfingosina, y el ácido Lisofosfatídico (LPA: por sus siglas en inglés Lisophosphatidic acid), un lípido 

derivado del metabolismo del ácido fosfatídico el cual al ser desacetilado por la fosfolipasa A (PLA) 

genera el LPA, son compuestos que señalizan a través de GPCRs (Cyster et al. 2012, Swarthout et al. 

2000). La activación de diferentes proteinas G promueve la activación de diferentes vías de 

señalización como la de adenilato ciclasa, PI3K/AKT, MAPK (JNK, ERK), PLC, por estos 

compuestos, y de manera particular en los hepatocitos regulan las vías de Rho y Rac, que regulan la 

polimerización del citoesqueleto de actina  (Spiegel y Milsten, 2003, Brinkmann 2007). 

Los trabajos de laboratorio indican que en células normales de manera alterna al TGFβ, la 

polimerización de actina a través de vías como GPCR/G12/13/Rho/ROCK y GPCR/Gs/cAMP, o por 
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compuestos químicos (LatrunculinaB o Citocalasina D, que promueven la despolimerización de actina,  

o  Jasplaquinolida que promueve la polimerización de actina), controlan diferencialmente la estabilidad 

de las proteínas SnoN y Ski (Himes et al. 1976, Caligaris et al. 2015, Vázquez-Victorio et al. 2015). 

Mientras que cuando se favorece la polimerización de actina, los niveles de la proteína Ski disminuyen, 

los niveles proteicos de SnoN se ven incrementados, y por el contrario cuando se favorece un estado de 

despolimerización y se incrementan las cantidades de G-actina, los niveles de Ski incrementan 

(Vázquez-Victorio et al. 2015). Sin embargo, se desconocen los detalles de los mecanismos 

moleculares que controlan estos compuestos para inducir el incremento en los niveles de SnoN, y si 

este incremento es dependiente de la transcripcion del gen sno. 

 

Otro elemento a considerar en la regulación transcripcional del gen de SnoN, es que la expresión de su 

gen es regulada por un super-enhancer (Tsuneyoshi et al. 2012). Esta secuencia regulatoria se describió 

en células troncales pluripotentes de humano y presenta sitios de unión a los factores Oct4, Sox2 y 

Nanog. Los hepatocitos en un proceso de regeneración son células capaces de volver a expresar los 

factores Oct4 y Nanog (Bhave et al. 2011); sin embargo, se desconoce si el super-enhancer se 

encuentra conservado entre especies y si podría regular la expresión de SnoN en hepatocitos. 
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Figura 8. Las proteínas SnoN y Ski se regulan diferencialmente  por la polimerización del citoesqueleto de 
actina. En este modelo se muestra que dos reguladores de la señalización de TGFβ se regulan diferencialmente 
de acuerdo al estado de polimerización de la actina; así, los niveles de SnoN se incrementan cuando se favorece 
la polimerización de la actina, en tanto que los niveles de Ski aumentan cuando por el contrario hay un estado de 
actina monomérica y es de resaltar que este proceso es observado en hepatocitos normales (no cancerosos) y no 
así en líneas celulares transformadas de hepatocarcinoma. 
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PLANTEAMIENTO DEL PROYECTO 

 

SnoN es un regulador negativo de las señales del TGFβ, que inhibe la expresión de genes inducidos por 

esta citocina al actuar como correpresor transcripcional de las proteínas R-Smad. El  TGFβ ejerce 

diferentes respuestas celulares dependiendo del contexto celular y en células epiteliales como los 

hepatocitos actúa como un factor citostático y pro-apoptótico.  

 

Durante la regeneración hepática, se ha observado un incremento en los niveles del transcrito y de la 

proteína de SnoN en los hepatocitos, a pesar de que la principal señal de degradación de esta proteína, 

el TGFβ se mantiene activo durante este proceso. Esto hace considerar que SnoN podría controlar los 

efectos antiproliferativos de esta citocina en etapas tempranas de la regeneración hepática. Por lo tanto, 

es relevante conocer si hay otras señales, que en conjunto o independientemente a las ya establecidas 

por la vía TGFβ/R-Smads, regulan la expresión de SnoN en los hepatocitos y el nivel al cual actúan. 

 

HIPÓTESIS 

 

Existen mecanismos moleculares, alternos a los usados por la vía TGFβ/R-Smad, que regulan los 

niveles de expresión de SnoN en los hepatocitos.  

 

OBJETIVO GENERAL 

 

Identificar y caracterizar a los mecanismos moleculares de regulación, adicionales a los usados por la 

vía del TGFβ/R-Smad, que controlan la expresión de SnoN en hepatocitos.  

 

Objetivos particulares: 

 

I. Análisis in silico de las secuencias regulatorias del gen sno: 

 

1. Investigar si el super-enhancer descrito para el gen skil en humano se encuentra conservado en 

otras especies como el ratón. 
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2. Identificar a los factores transcripcionales potenciales en el promotor del gen sno relevantes 

para los hepatocitos 

 

 

II. Estudios de los mecanismos que regulan la  estabilidad de la proteína SnoN en hepatocitos 

 

1. Identificar las señales alternas al TGFβ que modulan la expresión de la proteína SnoN en los 

hepatocitos, así como estudiar su mecanismo de acción. 

 

 

 

MATERIALES Y MÉTODOS 

 

Líneas celulares y reactivos 

Se utilizó la línea celular C9 de hepatocitos de rata. Estas células fueron mantenidas en medio DMEM 

complementado con 10% de FBS (Suero fetal Bovino, por su siglas en inglés: Fetal Bovine Serum) más 

los antibióticos penicilina y estreptomicina (Gibco), en una incubadora a 37 oC y 5% de CO2.  

 

Los compuestos Esfingosina 1 Fosfato (S1P, 1 µM), Ácido Lisofosfatídico (LPA, 1µM), Citocalasina 

D (CytD, 5 µM) y Actinomicina D (ActD, 5 µg/ml) fueron obtenidos de Sigma-Aldrich, SB431542 (10 

µM) de Tocris Bioscience mientras que Jasplaquinolida y Latrunculina B de Calbiochem, así como 

TGFβ (0.3 nM) de Pepro Tech; cada compuesto se utilizó en los tiempos indicados. 

Los anticuerpos empleados: anti-SnoN (H-317), anti-Smad4 (C20) y anti-Smad2/3 (N-19) fueron 

obtenidos de Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA), mientras que anti-fosfo-Smad2 fue de 

Chemicon-Millipore (Billerica, CA) y anti-β-tubulina de Cell Signaling.  

 

RT-PCR 

El RNA total fue aislado de células C9 por el método de Trizol. Para la síntesis de cDNA se usaron 2 

µg de RNA total, utilizando hexámeros al azar, y la enzima de Moloney murine leukemia Virus RT (M-

MLV RT) (Invitrogen). Con el cDNA obtenido se realizó una PCR utilizando Taq PCR Master Mix 

(Qiagen),  utilizando primers específicos  para sno (24-25 ciclos), y β-actina (22 ciclos). Los productos 
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del PCR se separaron en un gel de agarosa al 1.5% teñido con Bromuro de Etidio, y después se 

visualizaron y fotografiaron con luz UV. 

 

Gen  Secuencia primer 5’-3’ Posición respecto ATG Tamaño (pb) 

sno 
FW CTGCTGCGTCCCAGTCTA 1582 

308 
RW TGAACTGCTCAGCATCTCCACCTCCAT 1871 

 β-actina 

FW GGGTCAGAAGGATTCCTATG 222 

237 RW GGT CTCAAACATGATCTGGG 459 

RW GCTGCATAAACTCGTGGTCA 1162 

 

 

Fraccionamiento celular 

Esta técnica fue empleada para determinar la localización subcelular núcleo-citoplásma de las proteínas 

de interés, para lo cual, las células C9 fueron lavadas con Buffer de PBS frío después de sus 

tratamientos, posteriormente las células fueron resuspendidas en Buffer de homogenización (3 mM 

Imidazol pH 7.4, 250 mM de sacarosa, complementado con inhibidores de proteasas), posteriormente 

las muestras fueron pasadas a través de una aguja de calibre 22,  20 veces continuas. La mezcla 

resultante fue centrifugada a 3400 rpm por 15 min a 4 ºC y la fracción citoplásmica (sobrenadante) fue 

separada de la fracción nuclear (pellet). Cada fracción celular fue posteriormente lisada en Buffer de 

RIPA durante 1 h en rotación a 4 oC, para después centrifugar la muestra a 19,100 g por 5 min. Los 

extractos fueron sujetos a análisis por inmunoprecipitación (IP) y Western Blot (WB). 

 

Inmunoprecipitación (IP)  

Esta técnica se empleo para enriquecer la muestra de las proteínas Ski y SnoN las cuales no son 

abundantes en la línea celular C9. Antes de la IP, las células fueron sembradas en cajas petri de 100 

mm de diámetro a una confluencia entre 90-100%; previo a cada estímulo, las células fueron 

mantenidas en medio sin suero durante 12-14 h y después se realizaron los tratamientos 

correspondientes. Una vez concluido el tratamiento de las células, las placas se colocaron en hielo y se 

les retiró el medio de ayuno; para remover los restos del medio, las células se lavaron con 5 ml de PBS 

frío y después se aspiro el medio. Una vez lavadas las células, estas se lisaron en 1 ml de Buffer RIPA 

(50 mM Tris-HCl (pH 7.4), 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 0.5% Nonidet-P40, 0.5% desoxicolato de 

sodio y 0.1% SDS) complementado con un inhibidores de proteasas y de fosfatasas (Anexo II). Una 

vez adicionado el buffer de lisis a las células, las muestras de cada tratamiento se transfirieron a tubos 



	   32	  

de 1.5 ml y se mantuvieron en rotación a 4oC por 2 h; después, se centrifugaron por 10 min a 13.2 K 

rpm y se descartartó el pellet. Se cuantificó la proteína del sobrenadante por el método de Bradford 

(800  µl H2O desionizada + 2 µl muestra + 200 µl de Bradford de Bio Rad), leyéndose en un 

espectofotómetro a 595nm.  

Una vez cuantificadas las proteínas de las muestras, se utilizó entre 1.5 y 3 mg de extractos totales de 

proteína para llevar a cabo las inmunoprecipitaciones. Las muestras se mantuvieron en rotación a 4 oC 

toda la noche cuando se trataba de una primer IP y para un segundo IP en la misma muestra, esta se 

dejó solamente 2 h en rotación a 4 oC. Después se les agregaron 50 µl de proteína G sefarosa (en 

dilución 1:5 con TNTE al 0.1%) de Gibco, durante 2 h para posteriormente centrifugarlas y guardar el 

sobrenadante a -70 oC. Se lavaron los pellets 3 veces (proteína G más proteínas inmunoprecipitadas) 

con 1 ml del Buffer RIPA (0.1% de SDS) frío, centrifugando entre cada lavado por 10 seg a 13 K rpm. 

Al final, se les retiró el exceso de líquido a las muestras y se les adicionaron 30 µl de solución de 

Laemmli 1x. Las muestras se calentaron por 3 min a ebullición y se guardaron a -20 oC hasta su 

separación por electroforesis desnaturalizante (SDS-PAGE). 

 

Para el Western Blot directo, se apartaron 100 µg de extracto de proteína total para detectar β-tubulina, 

Smad2 o β-actina como controles de carga. Las muestras fueron calentadas a 100 oC por 3 min en 

solución de Laemmli 1x, centrifugadas por 10 seg a 13 K rpm y almacenadas a -20oC.  

 

Western Blot (WB) 

Las proteínas fueron separadas por electroforesis en un gel desnaturalizante de poliacrilamida (SDS-

PAGE) al 7.5 %. Al final de la corrida, las muestras fueron transferidas a una membrana de PVDF en 

una cámara de BioRad, a 100 V por 1 h y 25 min, y la membrana fue bloqueada con leche descremada 

“Svelty” al 5% en TBST durante 1 hr. Al cabo de ese tiempo, las membranas se lavaron con TBST 1X 

y se incubaron con el anticuerpo primario correspondiente toda la noche en agitación a 4oC. Después se 

incubaron con un anticuerpo secundario, por una hora en agitación a temperatura ambiente. Para la 

detección de las proteínas se empleó el Kit de quimioluminiscencia de Millipore (diluido 1:10 en 

dH2O). 

 

Análisis del promotor del gen sno 

Los análisis bioinformáticos de las regiones regulatorias del promotor y del enhancer del gen sno se 

realizaron en ratón, debido a que la región promotora de sno en rata no se encuentra secuenciada por 
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completo; pero el grado de identidad de la región promotora que consta del TRE (Elemento de 

respuesta a TGFβ por sus siglas en ingles: TGFβ Response Element) en el cual se ubican los sitios de 

unión a las Smads (SBE) es del 92% entre los promotores de rata y ratón; esta secuencia se localiza 

entre las posiciones -3041 a -2716 respecto al sitio de inicio de la traducción (ATG).  

 

Para determinar si el gen sno puede ser regulado a nivel transcripcional por los factores YAP y TAZ de 

la vía de Hippo, se realizó una búsqueda in silico en las secuencias de los promotores de sno (444 pb) y 

skil (648 pb) clonados previamente por nuestro grupo (Tecalco et al. 2012), de los posibles sitios de 

unión para los factores TEAD, debido a que éstos son los factores principales con los que se asocian los 

coactivadores YAP y TAZ, para regular a sus genes blanco. Las predicciones se realizaron 

considerando las bases de datos Jaspar y Transfac. 

 

Análisis del Super- Enhancer 

Para determinar si es posible estudiar la función del enhancer descrito para el gen skil en humano en un 

modelo de línea celular de rata,  se realizaron análisis bioinformáticos de la región regulatoria 5’ río 

arriba del promotor del gen de ratón para determinar indirectamente si el super-enhancer descrito en 

humano se encuentra conservado entre este organismo y el ratón. 

 

Se utilizó una secuencia de -3.6 kb descrita por Tsuneyoshi et al. 2012, (ubicada en la posición -6316 a 

-2716) correspondiente a la región regulatoria del gen de SnoN en humano, obtenida  de NCBI con la 

referencia NC_000003.11 para alinearla con el cromosoma 3  de ratón en donde se ubica el gen de sno 

NC_000069.6. El alineamiento se realizó con el programa Blastn, para identificar si la secuencia del 

super-enhancer de humano se encontraba en ratón.  

 

Parámetros Generales del Alineamiento (BLAST) 
Parámetro Significado Valor 

Máximas secuencias Blanco Máximo numero de 
secuencias alineadas que se 
muestran  

100 

Short Query Ajuste automático del 
tamaño de palabras para 
mejorar los resultados de 
secuencias cortas 

Automático 

Umbral esperado (Expected 
treshold) 

Número esperado de 
cambios en un modelo 
azaroso 

10 
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Tamaño de palabra La longitud de la secuencia 
semilla necesaria para 
iniciar el alineamiento 

28 

Parámetros de puntuación 
Puntuación de 
Coincidencias y no 
coincidencias 

Recompensas y castigos por 
bases coincidentes y bases 
no coincidentes 

1-2 

Costo de Inserciones 
Gap Costs 

Costo de crear o extender un 
gap en un alineamiento 

Linear 

Filtros y Mascaras 
Filtro Regiones que por su 

composición y baja 
complejidad pueden causar 
resultados falsos 

Bajas regiones de 
complejidad 

Mascara Se consulta a la mascara 
para determinar las 
secuencias semillas e iniciar 
el alineamiento 

Mascara para consulta 

 

Actualmente las secuencias regulatorias pueden ser definidas e identificadas de acuerdo al contexto de 

cromatina o marcas epigenéticas en el que se encuentren; por lo tanto, para confirmar  la secuencia del 

super-enhancer en ratón se utilizó la base de datos de UCSC Genome Browser on Mouse, y se busco la 

presencia de marcas de histonas como  H3K4me1 y H3K4ac, así como la presencia de la RNA 

polimerasa II y el factor p300 los cuales definen secuencias tipo enhancer. Además, se utilizaron las 

bases de datos Jaspar y la base de datos Transfac a través de los programas Alggene y  Alibaba para 

identificar sitios de unión para los factores Nanog, Oct4, Sox2 y Med-1 en las secuencias enhancer 

identificadas.  
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RESULTADOS 

 

I. Regulación de la expresión de SnoN por un super-enhancer  

I.I Identificación de secuencias potenciales de enhancer en el gen sno de ratón 

 

A nivel transcripcional, la expresión de SnoN se regula a través de la región promotora y de un super-

enhancer localizados en el gen que lo codifica, el super-enhancer se describió en células troncales 

humanas y se caracteriza por presentar sitios de unión a los factores transcripcionales Oct4, Sox2 y 

Nanog (Tecalco et al. 2012, Tsuneyoshi et al. 2012).  

Los factores Oct4, Sox2 y Nanog participan en el establecimiento de un programa transcripcional que 

ayuda al mantenimiento de la identidad de una célula pluripotente, pero su expresión no es exclusiva de 

células troncales. Se sabe que en un proceso de regeneración hepática inducido por una hepatectomía 

parcial, en los hepatocitos se induce la expresión de Oct4 y Nanog. Así,  en este  trabajo nos dimos a la 

tarea de determinar si el super-enhancer descrito en humano para SnoN, se encontraba conservado en 

cuanto a su posición en rata (Rattus novergicus), con la finalidad de emplear un modelo de línea celular 

de hepatocito de rata  para su estudio. Debido a que en R. novergicus  la región promotora del gen sno 

aún no ha sido completamente secuenciada, y tampoco se disponen de datos de ChIP o ChIP-seq para 

marcas epigenéticas de histonas que pudiéramos utilizar para predecir secuencias de enhancers, 

decidimos utilizar la región promotora de ratón para estos análisis, considerando que el grado de 

identidad entre sus regiones promotoras es de un 92% (posición -3041 a -2716 respecto al sitio de 

inicio de la traducción). 

Para el análisis preliminar, se realizó un alineamiento local entre  la secuencia de 3714 pb del  super-

enhancer de skil  descrita por Tsuneyoshi et al. 2012 con el cromosoma 3 de ratón (NC_000069.6),  en  

donde se encuentra el locus de sno  en la posición 3 15.12 cM. El alineamiento se realizó mediante el 

programa Blastn (Basic Local Alignment Search Tool) que utiliza el algoritmo de Smith-Waterman 

para realizar los alineamientos locales. 

 

En la Figura 9 se esquematiza la región regulatoria del gen skil que describió Tsuneyoshi, la cual 

incluye la región promotora en donde se localizan los SBE (Sitios de Unión a las proteínas Smad) y el 

super-enhancer en donde se incluyen los sitios de unión a las proteínas Oct4, Sox2 y Nanog (OSN). 
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Los resultados obtenidos muestran que la secuencia regulatoria del gen de sno de ratón no alinea 

completamente con la secuencia regulatoria en humano; solo la región promotora es la que alinea con 

un 80% de similitud; en tanto que la región de super-enhancer no se conserva entre estas dos especies. 

En la Figura 9 se muestra la localización de las secuencias alineadas. 

 

80%   
632 pb 

79% 
 393 pb 

86% 
134 pb 

Alineamiento con región regulatoria  5’  
sno M.musculus 

Promotor-Enhancer skil Humano (3714 pb) 

Enhancer 

OSN (Sitios de unión a Oct4, Sox2 y Nanog) 

SBE (Elemento de unión a las Smads) 

SIE (Elemento Inhibitorio de las Smad) 

Secuencias alineadas,  Porcentaje de Similitud  

Promotor  
 
Figura 9. Esquema de la región regulatoria de skil de humano (Promotor/Super-Ehancer). En la parte 
superior se muestra un esquema de la región regulatoria de skil, indicando los sitios de unión a las Smadd y los 
factores OSN. En líneas negras se muestra el alineamiento realizado entre la región regulatoria del gen de SnoN 
en humano y ratón empleando como base la secuencia de  3714 pb reportada por Tsuneyoshi. Los resultados del 
Blast  muestran que solo hay un alineamiento entre las regiones promotoras de son entre estas dos especies con 
un 80% de identidad en tanto que la secuencia de super-enhancer no se conserva. 
	  
	  
Dado el resultado preliminar obtenido, se ha planteado que las secuencias  regulatorias no 

necesariamente se conservan, pero si podría conservarse su función; por lo tanto, empleamos otra 

aproximación para identificar posibles secuencias de enhancer en el gen de sno a partir de marcas 

epigenéticas características de enhancer, como las marcas de histonas: Monometilación de la Lisina 4 

en la Histona3 (H3K4me1), Acetilación de la Lisina 27 en Histona3 (H3K27ac), y la presencia de sitios 

para los factores p300 y Mediador (Med-1), y para la RNA polimerasa II, utilizando la base de datos 

del UCSC Genome Browser on Mouse (Kellis et al. 2014). Los datos de ChIP-seq utilizados para las 

marcas de H3K4me1 y H3K27ac fueron de aquellos análisis de ChIP-seq que se realizaron en hígados 

de ratones embrionarios de 14.5 días y en ratones adultos de 8 semanas, haciendo con ello específica  

nuestra identificación de marcas de histonas para un contexto hepático (Figura 10) . Es preciso destacar 

que las secuencias de enhancer se seleccionaron a parir de la distribución de las marcas de histonas 

modificadas H3K4me1 y H3K27ac, mientras que los sitios de unión para los factores p300 y Pol II se 
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emplearon de manera complementaria, pero sus picos de distribución no corresponden necesariamente 

a las marcas de las histonas, esto puede ser debido a que esos datos vienen de una línea celular de ratón 

derivada de un linfoma de células B. 

TSS 
* 

Eh1 Eh2 Eh3 Eh7 Eh6 Eh5 Eh8 Eh4 

10 Kb 

Isla CpG 
3.2 Kb 

S-Enhancer hSnoN  

Enhancer (Eh) 

Exon 

SBES 

SIE 

H3K4me1 

H3K27ac 

p300 
Pol II 

Promotor sno 

Enhancers putativos 

	  
	  
Figura 10. Identificación de secuencias de enhancer mediante marcas epigenéticas. En la parte superior se 
ejemplifica la región promotora de son así como  las 8 secuencias enhancer identificadas en la región 5’ de este 
gen a lo largo de una distancia de 22Kb. Las secuencias de enhancer se definieron de acuerdo a la presencia de 
marcas de histonas que se muestran abajo y corresponden a H3K4me1 H3K27ac, p300, Pol2. 
	  
 

Los resultados obtenidos indicaron la presencia de 8 potenciales secuencias de enhancer a lo largo de 

una región localizada aproximadamente 22 Kb río arriba del promotor del gen sno, los datos de estas 

secuencias se muestran en la Tabla 1. 

 

I.II Identificación de un super-enhancer putativo hacia la región 5’ del gen de sno 

compuesto de un cluster de enhancers 

 

El enhancer de skil reportado por Tsuneyoshi et al. 2012, es un super-enhancer de 1.2 kb que presenta 

sitios de unión para los factores de reprogramación Oct4, Sox2 y Nanog. Por lo tanto, para validar si 

alguna de las secuencias identificadas como enhancers contiene sitios de unión para alguno de estos 

factores transcripcionales, se utilizaron los programas de Alggene y Alibaba, basados en la base 
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Transfac y en la base de datos Jaspar para predecir sitios de unión a los factores OSN; con este análisis 

solo se pudieron identificar sitios para Sox2 en todos los enhancers predichos con un mayor o menor 

número de sitios de unión (Tabla 1). Esto sugiere que el conjunto de secuencias de enhancer putativas 

de M. musculus puede representar en su conjunto un super-enhancer y que este a diferencia del de 

humano podría o no, ser regulado por los factores transcripcionales OSN, sugiriendo que de ser 

funcional este elemento regulatorio, su mecanismo de acción podría ser diferente al que lleva a cabo el 

identificado en el gen de humano. 

 

Tabla 1: Detalle de las secuencias posibles de enhancer visualizadas a partir de UCSC Genome 

Browser on Mouse 

 

Oct4* Sox2* Nanog* Med11**
1 757 310 0 0 3 0 0 3 0 6
2 464 11455 0 0 6 0 0 5 0 9
3 1,321 12841 0 0 12 0 0 11 0 10
4 1,600 18360 0 0 15 0 0 16 0 13
5 1,081 110439 0 0 12 1 0 9 0 6
6 2,161 112358 0 0 19 0 0 23 0 12
7 1,120 114758 0 0 9 12 0 5 0 4
8 2,120 118397 0 0 19 2 0 15 0 13

Alg Alb Alg Alb

*75%
**80%

Enhancer TamañoE(pb) DistanciaE(pb) Transfac Jaspar
Oct4 Sox2

 
 
En esta tabla se detallan las posiciones de las secuencias de enhancer putativas, identificadas mediante marcas 
de histonas en la región regulatoria 5’ del gen de sno. Se emplearon las bases de datos Transfac y Jaspar para 
predecir sitios de unión  a Oct4, Sox2 y Nanog y se anoto el numero de sitios de unión para cada uno de estos 
factores se encuentran en cada enhancer putativo. De la base de transfac se emplearon dos programas Alg: 
(Alggen) o Alb (Alibaba) para realizar las predicciones. Los asteriscos *, ** indican el porcentaje de similitud a 
la secuencia de unión concenso de los factores transcripcionales considerando una identidad de 75 %y 80% 
respectivamente. Las distancias se definieron con respecto al SBE4, debido a que el TSS no esta completamente 
definido en ratón, y en humano solo se sugiere que se localiza entre las secuencias del SBE3 y el SBE4. 
 

 

II. Análisis de factores transcripcionales en el promotor de sno 

 

El promotor del gen de SnoN ha sido caracterizado en humano y ratón (Zhu et al. 2005; Tecalco et al. 

2012). Para determinar los factores de transcripción potenciales que puedan regular la expresión del 
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gen sno en los hepatocitos, se identificaron y seleccionaron  aquellos  factores transcripcionales que 

pudieran tener una función relevante en la regulación del gen sno en un modelo de hepatocitos. 

 

Los hepatocitos son células que responden a muchos estímulos y de ellos, nosotros estamos interesados 

en aquellos derivados de la mecano-señalización, ya que recientemente reportamos que la estabilidad 

de los co-represores Ski y SnoN  puede ser modulada  por cambios en la dinámica de polimerización de 

la actina (Caligaris et al, 2015; Vázquez-Victorio et al. 2015). Existen reportes sobre  otros  co-

reguladores transcripcionales como YAP y TAZ, los cuales también responden a cambios en el 

citoesqueleto, y funcionan regulando a sus genes blanco a través de su interacción con los factores 

transcripcionales TEAD (también denominados TEF) (Halder et al. 2012). Esto nos hizo considerar 

que tal vez el gen de SnoN pudiera ser regulado a través de los factores TEAD; por lo tanto, nos dimos 

a la tarea de identificar tanto en el promotor del gen skil en humano como en el gen de sno de ratón 

sitios de unión a los factores TEAD, utilizando las secuencias promotoras caracterizadas  previamente 

(Zhu et al. 2005, Tecalco et al. 2012). En la Figura 11 se muestra la secuencia logo consenso de TEAD. 

 

	  

	  
Figura	  11	  Secuencia	  logo	  del	  factor	  TEF-‐1	  (TEAD1).	  Esta	  secuencia	  corresponde	  a	  la	  empleada	  por	  la	  base	  
de	  datos	  Jaspar.	  
	  
	  
	  
Para identificar sitios de unión de los factores TEAD, empleamos dos programas de bases de datos: 

Transfac y Jaspar; sin embargo, solo con la base de datos Jaspar logramos predecir sitios de unión 

para TEAD1 (TEF-1). Para esta identificación, se seleccionó un valor de similitud con la secuencia 

consenso del 70%, identificando con ello 7 posibles sitios para TEF-1 en el gen de humano y 4 sitios 

para del de ratón. En la Figura 12 se muestra una representación gráfica sobre los posibles sitios de 

unión a TEF-1 sobre la secuencia promotora del gen de SnoN, y en la Figura 13 se muestran en detalle 

estos sitios de unión. 
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Figura 12. Mapa general de los sitios de unión a TEF1 (TEAD1) en las secuencias promotoras clonadas por 
Tecalco et al. 2012 de humano (skil 648 Human) y ratón (sno mouse SBES). En el caso del promotor de ratón se 
muestran los sitios de los primers utilizados para clonar estas secuencias y se muestran los elementos de 
respuesta a TGFβ (SBES). La dirección de las flechas indican si la secuencia de unión está en la cadena 
dirección 5’  3’ (Flecha a la derecha)  o en la cadena 3’  5’ (Flecha a la izquierda) con respecto a la cadena 
codificante.  
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Figura 13. Identificación de sitios de unión a TEAD1 en el promotor de sno.Se muestra a detalle de 
secuencia, los sitios de unión a TEF-1 (TEAD1) en las secuencias promotoras clonadas por Tecalco et al. 2012 
de humano (skil 648 Human) secuencia superior y ratón (sno mouse SBES) secuencia inferior. Las flechas a la 
derecha indican que el factor se une en la cadena con dirección 5’  3’ en tanto que una flecha apuntando hacia 
la izquierda indica que el factor primer están sobre la secuencia en dirección 3’  5’. FW-indica primer en 
cadena 5’  3’ y RW-primer en secuencia 3’  5’. En el promotor de humano se resaltan los sitios de unión a las 
Smads en el SBE. 
	  
	  
Con este análisis bioinformático se identificaron sitios de unión a TEAD en el promotor del gen sno en 

ratón; y depurando las factores potenciales predichos por Tecalco et al. 2012, que potencialmente 

podrían regular al gen en los hepatocitos, se presenta la siguiente secuencia del promotor de ratón en 

donde se resaltan los factores transcripcionales y sus sitios de unión con relevancia para la regulación 

del gen sno en hepatocitos (Figura 14). 
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Figura 14. Secuencia del promotor de sno. Se muestra la secuencia promotora de sno en M.musculus que 
comprende los sitios de unión a las proteínas Smad (SBEs) y se resalatan los factores transcripcionales más 
relevantes para la regulacion de SnoN en heptocitos, los numeros en la fila de cada factor representan el 
porcentaje de similitud con su sitio de unión. 
	  
	  
II.Regulación de la expresión de SnoN en Hepatocitos 

 

SnoN es una proteína que puede ser regulada a diferentes niveles, y una de las principales señales que 

lo regula a nivel de expresión de su gen y transcrito es la del TGFβ. Como parte de nuestro segundo 

objetivo, intentamos determinar que otras señales regulan los niveles de SnoN en los hepatocitos. 

Como punto de partida se analizó la dinámica de expresión de SnoN a nivel de mRNA y de proteína en 

la línea celular de hepatocitos C9. 

 

Nuestra primera aproximación fue determinar los niveles del transcrito de SnoN y SnoN2 en los 

hepatocitos. En organismos como la rata y el ratón, la principal isoforma que se expresa es SnoN2, 

como producto de splicing alternativo, y en menor medida la isoforma SnoN. Por RT-PCR se muestra 

en la (Figura 15a) que el transcrito de snoN2 parece tener una vida media mayor a 2 h, esto debido a 

que al realizar un curso temporal con Actinomicina D (5 µg/ml), un inhibidor de la transcripción y 

analizando los niveles de los transcritos de SnoN y SnoN2, se observa que estos no cambian con el 

tratamiento al menos durante 2 h. Lo que nos sugiere que el transcrito de sno es muy estable. 
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Por otro lado, se realizó un curso temporal empleando el inhibidor de la traducción, la cicloheximida 

(20µg/ml), y se analizaron los niveles de RNAm de SnoN;  observamos que hay una acumulación del 

transcrito de SnoN, esto puede ser debido a que Cicloheximida promueve la estabilización de muchos 

mRNA al inhibir su traducción, así mismo, debido a que también promueve un decremento en los 

niveles de la proteína SnoN (Figura 15b) quien es represor de su propio gen, es posible que esto 

favorezca parcialmente la expresión del gen sno  por una señalización basal de TGFβ; sin embargo, 

esto falta por ser demostrado (Hernández Damián et al. 2013; Tecalco et al. 1012). 

 

 
	  
Figura 15. El transcrito de snon2 es muy estable en los hepatocitos. En A y B se muestra el mRNA de sno 
por RT-PCR, de cursos temporales con Actinomicina D (ActD) (A) o Cicloheximida (CHX) (B) en células C9, 
los niveles de mRNA se analizaron a diferentes tiempos, indicados en horas (h). (-) indica tiempo cero o 
condición basal de los niveles de mRNA. Los datos son los representativos de tres o más experimentos. 
	  

II.I En los hepatocitos, el mantenimiento de los niveles basales de la proteína SnoN 

depende de una traducción constante de su RNAm.  

	  

Una vez analizado el comportamiento del transcrito de sno en la línea celular C9, se procedió a analizar 

los niveles proteicos de SnoN/SnoN2. Para ello se realizaron cursos temporales empleando ActD 

(5 µg/ml) un inhibidor de la transcripción y CHX (20µg/ml), un inhibidor de la traducción y se 

analizaron los niveles de las proteínas mediante IP/WB. Los resultados indican que después de 2h de 

tratamiento con ActD, los niveles proteicos de SnoN/SnoN2 disminuyen drásticamente, aunque en la 

Figura 15a  se había mostrado que no había cambios en el transcrito de sno a este tiempo. Por lo tanto, 

se desconoce si su RNAm se continúa traduciendo, o si el efecto de ActD es indirecto, inhibiendo la 

expresión de algún componente que regule la estabilidad de SnoN. Por otra parte, analizando el efecto 

de CHX observamos que los niveles de las proteínas SnoN/SnoN2 disminuyen desde los 15 min de 

tratamiento con CHX, mostrando una vida media aproximada que va de entre 0.25-0.4 horas  indicando 

que los niveles de las proteínas SnoN/SnoN2 requieren de una síntesis de novo constante para mantener 

sus niveles basales (Figura 16).  
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Figura 16. SnoN/SnoN2 tienen un alto recambio en los hepatocitos. En A y B se analizan los niveles de 
SnoN/SnoN2 mediante la técnica de IP/WB en células C9 de cursos temporales con Actinomicina D (ActD) y 
Cicloheximida (CHX), los resultados mostrados son representativos de tres o más experimentos independientes. 
El panel C es una gráfica representativa de la figura B donde se muestran los niveles de SnoN/SnoN2 cuando 
estos son tratados con CHX; la vida media de SnoN/SnoN2 realizando una interpolación de la gráfica cuando se 
tiene un 50% de proteína esta entre las 0.25-0.4 horas.  
	  

II.II La expresión de SnoN es regulada por la señal del TGFβ  a nivel de proteína y de 

transcrito en hepatocitos  

 

Una vez caracterizada la dinámica de expresión basal de SnoN a nivel de transcrito y proteína, se 

procedió a investigar que señales regulan la expresión de SnoN en los hepatocitos. Una de las 

principales vías de señalización que regulan a SnoN a nivel de transcrito y proteína  es la vía del TGFβ. 

Para determinar cómo se da la regulación de SnoN por TGFβ en los hepatocitos, se efectuaron cursos 

temporales usando 0.3 nM de esta citocina y se analizaron los niveles tanto de proteína mediante 

IP/WB como de transcrito por RT-PCR. Los resultados obtenidos muestran que las proteínas 

SnoN/SnoN2 se degradan rápidamente, mostrando una máxima disminución a los 30 min de 

estimulación con TGFβ, pero sus niveles vuelven a incrementar luego de 1 h de tratamiento, lo cual 

correlaciona con un incremento en su transcrito. Estos resultados concuerdan con los datos generados 

previamente por nuestro grupo (Tecalco et al. 2012), ya que reportamos que los niveles de las proteínas 

SnoN/SnoN2 disminuyen a los 30 min de un estímulo con TGFβ, quien a su vez promueve la expresión 
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del gen sno a través de las proteínas Smad2/4 activas; esto resulta por lo tanto, en  un incremento de los 

niveles de las proteína de SnoN/SnoN2 después de una hora de tratamiento (Figura 17). Además cabe 

resaltar que realizando un fraccionamiento celular, núcleo-citoplasma, las proteínas SnoN/SnoN2 se 

localizan mayoritariamente en el núcleo celular pero también se distribuyen en el citoplasma, y ambas 

regiones subcelulares son moduladas por la señal del TGFβ. Estos datos han sido reportados 

recientemente por  nuestro grupo (Caligaris et al. 2015). 

 

	  
	  
	  
Figura 17. El TGFβ  regula a SnoN/SnoN2 a niveles de proteína y de transcrito en hepatocitos. En A y B se 
muestran cursos temporales efectuados en células C9 con 0.3 nM de TGFβ y se analizan los niveles de SnoN por 
IP/WB y RT-PCR en los tiempos indicados. En C se muestra un fraccionamiento celular en la misma línea 
celular para indicar que SnoN/SnoN2 se distribuye en el núcleo y citoplasma. La proteína p-Smad2 (Smad2 
fosforilada en el C-terminal) es un control positivo de la activación de la vía del TGFβ, β-tubulina y LaminB son 
controles de carga y marcadores específicos de un compartimiento nuclear o citoplásmico. Los experimentos 
mostrados son representativos de al menos 3 o más experimentos independientes. 
	  

II.III Los niveles de la proteína SnoN incrementan por compuestos que modulan la 

polimerización de actina 

 

A continuación, de acuerdo a nuestro segundo objetivo, nos enfocamos en identificar mecanismos 

alternos a la vía del TGFβ/R-Smad que regulen la expresión de SnoN en los hepatocitos. Trabajos 

previos del laboratorio sugieren que SnoN puede ser regulado por cambios en la polimerización de 

actina, en particular se ha observado un aumento de los niveles de SnoN/SnoN2 en condiciones en que 

se promueve la polimerización de actina, empleando compuestos químicos u hormonas (Caligaris et al. 

2015, Vázquez-Victorio et al. 2015).  
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Para determinar si la dinámica de la polimerización de la actina influye sobre los niveles de SnoN, 

empleamos 3 compuestos: a) Citocalasina D (5 µM), un inhibidor de la polimerización de actina, b)  

Jasplaquinolida (1 µM), un estimulador de la formación de filamentos de actina, que se une al extremo 

(-) del filamento, y c) La Esfingosina 1 Fosfato (1µM), que estimula la polimerización vía la activación 

del eje Gα12/13/Rho. Se analizaron  los niveles proteicos de SnoN/SnoN2 mediante IP/WB. Los 

resultados obtenidos muestran que los niveles de la proteína SnoN se incrementan por el tratamiento 

con estos tres compuestos (Figura 18). Estos resultados nos llevan a realizar las preguntas: ¿cuál es la 

relación entre el citoesqueleto de actina y la estabilidad de las proteínas SnoN/SnoN2?, y porque los 

niveles de estas proteínas se incrementan y de que depende este proceso?.  
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Figura 18. La dinámica del citoesqueleto de actina promueve un aumento en los niveles de SnoN. 
Se muestran por IP/WB los niveles proteicos de SnoN empleando CitocalasinaD (CitoD, 5 µM), un 
inhibidor de la polimerización de actina, Jasplquinolida (Jasp, 1 µM) y Esfingosina 1 fosfato (S1P, 1 
µM) ambos promueven la formación de actina filamentosa. El  TGFβ se empleo como control positivo 
por que induce un incremento de la proteína de SnoN, y en los recuadros se muestra un modelo del 
modo de acción de cada compuesto utilizado. Las proteínas β-tubulina y Smad2 fueron detectadas 
como controles de carga en los geles. Los resultados son representativos de 2 o más experimentos.  
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II. IV Los niveles de SnoN son incrementados por compuestos que modulan la 

polimerización de actina por un mecanismo independiente de los niveles de su transcrito. 

	  
Las observaciones obtenidas sobre el incremento en los niveles de las proteínas SnoN/SnoN2 por 

compuestos que favorecen la polimerización de actina, nos hace pensar si parte del mecanismo implica 

la regulación de la expresión del gen de sno. Realizamos cursos temporales con el tratamiento de  CytD 

(5 µM)  o S1P (1 µM) en células C9, y evaluamos mediante RT-PCR los niveles de RNAm de sno. Los 

resultados sugieren que no hay ningún incremento en los niveles del transcrito que pudieran indicar un 

mecanismo dependiente de una regulación transcripcional y que explicará el incremento en los niveles 

de la proteína (Figura 19a,b). Así mismo, debido a que puede existir cierta expresión basal del gen de 

sno por una señal basal del TGFβ, se decidió emplear un inhibidor de esta vía de señalización, el 

compuesto SB431542, que inhibe la actividad de cinasa del receptor tipo I de TGFβ, y evaluamos 

nuevamente por RT-PCR la expresión del transcrito de sno tratando a las células con los compuestos 

CytD (5 µM), S1P (1 µM), y el Ácido Lisofosfatídico (LPA) (1 µM); sin embargo, aún pre-tratando a 

las células con este compuesto durante 30 min no se observan cambios en los niveles del RNAm de sno 

(Figura 19c). Sugiriendo nuevamente que el aumento en los niveles de las proteínas SnoN/SnoN2, 

cuando se promueve la formación de actina filamentosa, es un proceso que actúa a nivel de la proteína 

o de la traducción de SnoN, y es independiente a la transcripción de su gen. 

 

	  
	  
	  
Figura 19. El incremento en los niveles de SnoN por moduladores del citoesqueleto de actina es un proceso 
independiente de la transcripción del gen de sno. En A y B se muestran RT-PCRs de cursos temporales con 
CitoD y S1P respectivamente evaluando los niveles de snoN/snoN2 en hepatocitos y no se observa ningún 
incremento en los niveles de mensajero respecto al basal; como control se muestra la inducción de snoN/snoN2 
por TGFβ. En C, Se muestra por RT-PCR que inhibiendo la expresión basal de snoN por TGFβ tampoco permite 
detectar un incremento en el RNAm de SnoN por S1P, LPA o CitoD 1hr. β-actina se muestra como control de 
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carga en cada experimento.  Los experimentos mostrados son representativos de dos o más experimentos 
independientes.  
 

II. IV El  incremento de los niveles de SnoN por compuestos que modulan la 

polimerización de actina es un proceso independiente de la señalización por TGFβ . 

	  
Nuestros resultados sugieren que una señal además del TGFβ podría regular los niveles de la proteína 

SnoN en los hepatocitos; sin embargo, era preciso determinar si el mecanismo llevado a cabo por los 

moduladores del citoesqueleto era independiente de la señal del TGFβ, por lo que se decidió analizar 

los niveles de SnoN/SnoN2 por IP/WB, tratando a las células C9 con CytD (5 µM) y llevando a cabo 

un pre-tratamiento de 30 min con el SB431542 (10 µM). Con los resultados obtenidos, observamos que 

un pre-tratamiento con SB43 conlleva a un incremento en los niveles basales de SnoN/SnoN2, y 

cuando se tratan a las células con la CytD, es difícil determinar si este compuesto sigue manteniendo su 

efecto al promover un incremento en los niveles de SnoN/SnoN2. Sin embargo, el resultado parece 

sugerir que el mecanismo empleado por la CytD es independiente a la vía de señalización por TGFβ; 

aunque experimentos adicionales son requeridos para comprobar esta observación. 

 
	  

	  
Figura 20. La regulación de los niveles de SnoN por moduladores del citoesqueleto de actina. Por IP/WB se  
muestran los niveles de SnoN cuando células son tratadas con CytD. Un pre-tratamiento con SB431542 no 
bloquea el efecto de CytD. La proteína Smad2 fue utilizada como control de carga. 
	  
 

DISCUSIÓN 

 

Análisis  de  la regulación de la expresión de SnoN por un super-enhancer 

 

Los enhancers son secuencias regulatorias que activan la transcripción de uno o varios genes 

independientemente de la distancia  y orientación en el DNA (Pott et al. 2015). Se ha estimado que el 

4.2% del genoma entre los mamíferos se encuentra filogenéticamente conservado y de este, el 68% 
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corresponde a regiones intrónicas e intragénicas, de las cuales un 30% se sobrelapa con regiones ricas 

en marcas de cromatina que definen enhancers (Rubinstein et al. 2013).  

 

Tratando de definir si el super-enhancer descrito para el gen skil en humano es conservado en posición 

y secuencia en ratón, se hizo uso del concepto de Phylogenetic footprinting. Este concepto se basa en la 

idea de que las secuencias del DNA  que tienen un papel funcional, evolucionan más lentamente que 

aquellas secuencias no funcionales, y por lo tanto si una secuencia se conserva, esta puede ser 

funcional. Con esto  intentamos definir si la secuencia del super-enhancer de humano se encontraba 

conservada en ratón realizando alineamientos locales (Dermitzakis et al. 2002); sin embargo, no 

identificamos similitud alguna. 

 

Considerando que las regiones no codificantes exhiben tasas de evolución más altas que las secuencias 

codificantes (Dermitzakis et al. 2002), razonamos que si bien no había una conservación en la 

secuencia del super-enhancer definido en humano, si podría haber una conservación en la función 

como ha propuesto Weirauch et al. 2009; es decir, nos interesaba investigar si había una secuencia tipo 

super-enhancer hacia la región 5’ del gen de sno, y así, haciendo análisis  bioinformáticos, logramos 

identificar  8 secuencias en una región de 22 Kb que cumplen con las marcas epigenéticas de enhancer 

como son: H3K4me1, p300, H3K27ac, Med-1, RNApol II y Sox2, sugiriendo como hipótesis que el 

conjunto de estos enhancers podrían representar en su conjunto un super-enhancer. 

 

Los super-enhancer son claves en el mantenimiento de la identidad celular y ayudan a determinar  

dónde, cuándo y cómo se expresan los genes que regulan (Whyte et al. 2013). En este trabajo se 

predijeron por análisis bioinformáticos una región de 22Kb que comprende 8 secuencias putativas de 

enhancer; sin embargo, es necesario investigar si el super-enhancer putativo identificado, es funcional 

como una unidad o si solo una o algunas secuencias de ese grupo de enhancers es funcional, debido a 

que existen reportes que indican que el agrupamiento de enhancers no es suficiente para definir un  

super-enhancer funcional (Pott et al. 2015), y es posible que solo alguna de las secuencias corresponda 

a un enhancer funcional, con potencial de regular a su gen. 

 

El promotor del gen sno tiene sitios de unión para los factores TEAD 

 

Debido a que la expresión de SnoN se regula a diferentes niveles y en cada uno de esos niveles hay 

varios mecanismos de regulación, en la segunda parte de nuestro trabajo, nos dedicamos a analizar la 
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región promotora del gen sno, identificando los sitios para diferentes factores transcripcionales, que 

pudieran tener funciones relevantes en los hepatocitos, y que pudieran regular la expresión de SnoN.  

 

Dentro de los factores que ya habían sido predichos para el gen de sno y que nosotros  destacamos por 

su importancia para los hepatocitos se encuentran: los receptores de glucocorticoides (GR, GR-alpha, 

GR-beta), el receptor  de ácido retinoico (RAR-beta y RXR-alfa), los factores C/EBP-alpha,-beta, -y 

delta,  y el factor p53.  

 

Por trabajos generados en el laboratorio se conoce que los niveles de SnoN son incrementados a las 2h 

después de inducir la regeneración hepática por una hepatectomía parcial, y de manera interesante 

también descubrimos que sus niveles proteicos también se regulan en respuesta a la modulación del 

citoesqueleto de actina (Macías-Silva et al. 2002, Vázquez et al. 2015, Caligaris et. al. 2015). Por tal 

motivo, nosotros buscamos predecir la unión de otros factores transcripcionales adicionales a los 

reportados por nuestro grupo, que ejercieran su actividad sobre el promotor del gen sno en respuesta a 

cambios en la dinámica del citoesqueleto de actina.  

 

Entre los candidatos nosotros identificamos sitios de unión a los factores transcripcionales TEAD; estos 

factores transcripcionales, interactúan con los correguladores transcripcionales  YAP y TAZ, los cuales 

a nivel de proteína también son modulados por cambios en el estado de polimerización de la actina y 

las adhesiones celulares (Low, et al. 2014). Cabe destacar que YAP y TAZ son correguladores 

transcripcionales que no unen directamente al DNA, y por ello uno de los principales factores 

transcripcionales con quienes interactúan para regular a sus genes blanco son los factores TEAD,  

 

Así, mediante análisis bioinformáticos intentamos predecir sitios de unión para los factores TEAD, 

para determinar de manera indirecta si el gen de sno podría ser regulado por los cofactores YAP y 

TAZ, que son regulados por la dinámica del citoesqueleto. Los resultados obtenidos predicen 4 y 7 

sitios putativos de unión para el factor TEAD en los promotores  de sno y skil respectivamente, con un 

70% de similitud, considerando la base de datos Jaspar, indicando que el gen sno podría ser regulado 

por YAP/TAZ, a través de los factores TEAD. Sin embargo, ensayos funcionales son necesarios para 

validar la predicción de los sitios de unión a TEAD en el promotor del gen codificante para SnoN; y así 

mismo, definir el contexto celular en que esto ocurre y las repercusiones funcionales al respecto. 

Además, cabe destacar que los factores TEAD no son los únicos factores transcripcionales con quienes 

interactúan YAP y TAZ,  ya que estos cofactores son capaces de interactuar  también con las proteínas 
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R-Smad. Así mismo, el cofactor Ski ha sido reportado por la Dr. K. Luo, que es capaz de interactuar 

con los 4 Factores TEAD y con ello, es posible que pueda usar otro mecanismo para regular la 

expresión del gen de sno (Rashidian et al. 2015).  

 

Regulación de la expresión de SnoN por cambios en la dinámica del citoesqueleto de actina 

 

La proteína SnoN en los hepatocitos normales pero no en las células transformadas se modula por 

cambios en el citoesqueleto de actina (Caligaris et. al. 2015). Al emplear compuestos que favorecen la 

polimerización de actina como S1P, CitoD y LPA se produce un aumento en los niveles proteicos de 

SnoN analizados mediante  IP/WB pero no así de su transcrito, sugiriendo que el mecanismo que 

emplean para regular los niveles de SnoN es a nivel de proteína o de traducción. Así mismo, un pre-

tratamiento con el inhibidor del receptor tipo I del TGFβ, sugiere que el mecanismo llevado a cabo es 

independiente de la señal de TGFβ porque aunque se bloquean los niveles basales de señalización de 

esta citocina, no se bloquea el efecto llevado a cabo por la CytD; sin embargo, se requieren 

experimentos adicionales empleando mutantes de SnoN, incapaces de interactuar con las proteínas 

Smad, para comprobar esta afirmación.  

 

Los resultados obtenidos con los compuestos que modulan el citoesqueleto de actina resultan 

interesantes porque son un ejemplo más de cómo los niveles de una proteína no necesariamente se 

correlacionan con sus niveles de RNAm, y plantea preguntas como: ¿cuál es la relación entre SnoN y el 

citoesqueleto de actina? y ¿cuáles son los mecanismos que pudieran estar involucrados para controlar la 

estabilidad de SnoN? 

 

Los datos obtenidos con Jasplaquinolida, S1P y LPA parecen sugerir que la polimerización de actina 

está involucrada en el mecanismo que estabiliza a la proteína de SnoN, aunque debido a que 

citocalasina D no promueve la polimerización de actina si no que rompe los filamentos de actina, 

indican que no solo la dinámica del citoesqueleto de actina está involucrada, y es posible que otra 

explicación sea que el citoesqueleto de los microtúbulos también se encuentre comprometido, debido a 

que la Citocalasina D también afecta el ensamblaje de los microtubulos (Himes y Houston 1976) . 

 

La esfingosina 1-Fosfato (S1P) un lisofosfolípido derivado del metabolismo de la esfingosina que 

regula múltiples procesos celulares entre los que destaca el re-arreglo del citoesqueleto, las adhesiones 
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célula-célula y las interacciones célula-matriz,  entre otros (Spiegel y Milsten, 2003). Este lípido 

bioactivo señaliza a través de diferentes receptores acoplados a proteínas G (GPCRs) que activan 

diferentes proteínas G, particularmente Gi, G12/13 y Gq a través de los cuales puede conducir a la 

polimerización de la actina (Ikeda et al. 2003, Brinkmann 2007; Vázquez-Victorio et al. 2015; 

Vázquez-Victorio et al. 2015, en prensa). Los hepatocitos  expresan los receptores S1P1R y S1P5R que 

activan  a las proteínas Gi o G12/13 respectivamente. Nosotros en este trabajo observamos que S1P 

induce un incremento en los niveles proteicos de SnoN, pero desconocemos la vía por la cual S1P 

podría regular los niveles de SnoN. Por resultados obtenidos de Vázquez-Victorio et al. 2015 en 

prensa, la vía a través de la cual se modulan positivamente los niveles de SnoN es a través de 

S1P/G12/13/Rho/ROCK,  debido a que si se bloquea esta vía empleando el inhibidor de Rho, el Y27632, 

se bloquea el efecto de la S1P sobre la estabilidad de SnoN en hepatocitos (Figura 21).  

Cabe destacar que adicional a los resultados obtenidos  encontramos que el RNAm de sno en los 

hepatocitos es muy estable, debido a que el tratamiento con Actinomicina D por 2 h no conlleva a una 

disminución de este mensajero, surgiendo así preguntas como: ¿cuáles son los mecanismos que regulan 

la estabilidad del mRNA de sno? y si este es accesible a la maquinaria de traducción. 

  

Por otro lado, retomando los resultados obtenidos respecto a la proteína de SnoN, este trabajo deja 

abiertas preguntas sobre: ¿cuál es la relación entre SnoN y el citoesqueleto de actina?; datos no 

publicados por nuestro grupo, han encontrado que SnoN interacciona con actina pero se desconoce si 

ocurre con la actina en un estado de G-actina o F-actina, aunque los datos sugieren que podría ser F-

actina; sin embargo, se desconocen los mecanismos que regulan esta interacción y cual es el papel de 

SnoN en este nuevo escenario. 

 

La actividad transcripcional de los co-reguladores de la vía de Hippo: YAP y TAZ es regulada a través 

de señales mecánicas vía el citoesqueleto de actina (Dupont et al. 2011, Halder et al. 2012). Su vía  de 

regulación implica una casacada de cinasas como Mst1/2 y Lats1/2. Una pregunta que plantea este 

trabajo incluye averiguar si el incremento en los niveles de SnoN cuando hay una mayor cantidad de F-

actina, promueve la interacción de SnoN con los reguladores co-reguladores transcripcionales de la vía 

de Hippo YAP y TAZ, las cinasas que lo regulan o también si pueden interactuar  con los factores 

transcripcionales TEAD, dado que S1P también promueve la activación de YAP y TAZ al inhibir la 

actividad de las cinasas Lats 1/2, quienes fosforilan a YAP y TAZ para inactivarlos (Yu et al. 2012). 

Otra evidencia que puede apoyar esta propuesta es el hecho de que la proteína Ski, que se encuentra 
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relacionada con la proteína SnoN, interactúa con los factores transcripcionales TEAD (Rashidian et al. 

2015). Aunque  es posible considerar que la interacción de YAP y TAZ con SnoN,  también podría ser 

mediante las proteínas Smad, quienes también son capaces de interactuar con YAP y TAZ en respuesta 

a la densidad celular (Varelas et al. 2010). 

 

CONCLUSIONES 

 

1. En la región regulatoria 5’ del promotor del gen de sno en ratón, se localiza un super-enhancer 

putativo de 22Kb que consta de  8 diferentes secuencias de enhancer definidas por marcas 

epigenéticas  (H3K4me1, H3K27ac) y por los factores como polII, Med1 y p300 (Figura21). 

 

2. Los compuestos moduladores del citoesqueleto como CytD, S1P y LPA inducen un incremento 

en los niveles de la proteína SnoN que no depende de la transcripción del gen sno (Figura 21). 
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Figura 21. Modelo. Regulación de la expresión de SnoN en los Hepatocitos. En este modelo ejemplifican los 
diferentes niveles de regulación de SnoN/SnoN2 en hepatocitos. De izquierda a derecha, su gen es regulado a 
través de dos secuencias regulatorias: un promotor y un super-enhancer el cual solo se ha definido e humano en 
un contexto de células troncales pluripotentes pero no se ha identificado en ratón. En ratón este super-enhancer 
se predice que puede estar conformado por un agrupamiento de enhancers. A nivel de mRNA, miRNAs pueden 
potencialmente regular la estabilidad de su mRNA a través de sus regiones UTR. A nivel de proteína, la señal de 
TGFβ y el citoesqueleto de actina en particular condiciones que promuevan la polimerización de actina 
(hepatocitos en cultivo a baja densidad, estímmulos vía GPCR G12/13/Rho) regulan la estabilidad de proteína de 
SnoN/SnoN2.   
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PERSPECTIVAS	  

	  

-‐Caracterización	  del	  Super-‐Enhancer	  regulador	  del	  gen	  sno:	  

	  

1. Clonar	  el	  super-‐enhancer	  putativo	  y	  determinar	  si	  es	  funcional	  en	  ratón.	  

	  

2. Determinar	   cuales	   de	   las	   secuencias	   que	   conforman	   el	   super-‐enhancer	   putativo	   son	  

funcionales	  o	  si	  estas	  actúan	  en	  conjunto	  como	  una	  unidad.	  

	  

-‐Caracterizar	  el	  papel	  de	  la	  dinámica	  del	  citoesqueleto	  de	  actina	  sobre	  la	  estabilidad	  de	  SnoN:	  

	  

1. Determinar	   el	   mecanismo	   mediante	   el	   cual	   la	   dinámica	   de	   polimerización	   de	   actina	  

incrementa	  los	  niveles	  de	  SnoN.	  	  

	  

2. Determinar	  si	  S1P	  y	  LPA	  promueven	  el	   incremento	  de	  los	  niveles	  de	  SnoN	  por	  medio	  de	  

alguna	  modificación	  postraduccional.	  

	  

3. Caracterizar	  cual	  es	  la	  relevancia	  funcional	  de	  que	  se	  incrementen	  los	  niveles	  de	  SnoN	  por	  

cambios	  en	  la	  polimerización	  de	  actina.	  	  

	  

-‐Determinar	  la	  función	  de	  SnoN	  en	  los	  hepatocitos	  

	  

-‐Identificar	   a	   los	   genes	   regulados	   por	   SnoN	   en	   los	   hepatocitos	   e	   investigar	   la	  

relevancia	  biológica	  de	  su	  regulación.	  
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Anexo1.	  Secuencias	  de	  posibles	  enhancer	  para	  sno	  en	  Mus	  musculus	  
	  
	  
>Enhancer 1 mm9_dna range=chr3:30994293-30995049  
 
ATTCTGGGACGGGTCAGCTGGGAGGGGATGGCGGTGCACTTGACCCGAGCCGCCGGGACCCAGGA
GACCTGGACCCTGGTCATCGCCGCCATCCCCCGGCCGTCTGCGCTCGGCGGGGATGCCCCGGGCTG
GCCCCAGCTCTAAGCGTCCGGCGACGCGGGCTTCCGGGCTTGGCGCCTAACCTGCCCGCGCCCCTG
TGGGTGCCACGGCTCAGGGTGGGTCAAGTGGGGGGAGGCGCAGCCCTGGGGCGCCTAGGTAACCC
TAGAGAACTTCCCGCGGGCCGGGGGCGTGGGGTATTTCCACCGGCGGCCCCCGCAGTGGGGCGAT
GTGGGGAGGGCACTTAGGGTGATCCCAGTCACAGAGGTGGGGGTTGGGAGGACTCCTACTTCCTCT
GCCCCCTCTCACCTCACCAGACGCCGGGAGTCCCCTGCTTCCCTGTCCTTTGGGTTGATGATGAGTG
GGTGTCTCTGCGTGTGCGCAGGGCTGTGGGGGCGCCCCTGGTCTAGGTCATGCCTTCTGCCCTTTTC
CTTGGCTCGCCTTGGCTGAGGTGTCCCTGTAGTGGCGAAAGTCACAGTACGGTGGCTAGGTGGCTT
TCGTCCATAATTCTCTGGGTTTGTGTTAACATAAATTGCTGGGAGTTTAGAAGCAAAGCTTTTTATT
TGTCGGCTTTTACTGGGTTTTCTCCAGGGAGGGAAGTGGATGAATACTCTTTTTCGCCACTCTGCCT
CCATTTGCATTCTTTGTGAGGTCTGTCTGC 
 
>Enhancer 2 mm9_dna range=chr3:30992065-30992528  
 
CTCAGTTATCTTGGTTTCTAAATTTGTTTTTTTCTGGTTAGATCCAGAGCCAGGTGCAAGGAGGCCA
GGTGCTCAGTCTCAGGACTATCCTGGCGTTGCGCCTCAGCTTTCCAGTCGGGCTTATGAACATTCTG
GCGGTTAGACCATCTATTCCCCCAGACTCGCAGATGCTGCTCTTCCCCCACTGGCTCTGCACAGAAC
ATCATTATCTTTGCTGAGCTTCTGTCTCTATGGCAATAACAGATGGGAAGTGCTGCGGAATTATTCA
TGTTCACACAGGCAGTCAAGAAGCGTCGAGTAGGAGGTGGGAGAGGGGCATGACCTGGGAGCACG
GAGATGGGGGCCGACAGGAGCTGGGGCGGAGGCGGTGATGAGAGGTGACATTTGTTAGACCTATT
GTGGGGGTTAAAAAAAAAAGGACGAAAAATCCTCAAGCACAAAAGTATTCCCAATTGGACAACTG
C 
 
 
>Enhancer 3 mm9_dna range=chr3:30989822-30991142  
 
GCCTGGGAGATGATCACATATTCTTCAGTCTATACGTTCAATTAGGGGCATGTCACAATTTGAAGT
CCTCTTCTGCCCATCTCTGCCTTGCTTTGTTAGCTGTTGTTGTTAGTTCTGACTAATTACTAGTCTGT
CACTGCAGGTGTTGCCAGTACTAGACCTTGATGGTGTCTGCTAGCTGCTTATTGGACAGTCCTCTTT
CTCCTCTACGTGACTGGATTGCAGTTTATCACCGGCCTTACACCACTACGGTCTATGGATAGTTAAC
ACTTATCATAGTTACCAAGATGTGGCTGTAGTTTCCACGTGTTCCTTCATCTCATCTCCTTGTCTAGC
TGATGGCCTCTTTTCTGGACTAGGTTGATGCTTCTTGTTGGAAGTGGAGGGAGCCAGCCAGACTGC
CAACACTTGCTCAACACCCTGTCCCTTCCTGTTATCTGTCCACTTGGGTATCTCTTCTCCGGCTGTAA
GCCTCAGGTTTACGCCTCTGCCTTCCCAATCTCACCCTTGTGACTCTAACAGAGTTTGCTTTCACATT
TGTAGATTCTTGGATTCTACCATTACCAGACAGCTACACCTACTAATGAAGGGATATTTAGGTATCT
TGTCCCAGTCTTTACTATGTAACAGGAGAGGACCAGACACCGGTCCCACTCCACCATCTGGAATTC
TTAGAACACTGGCATGCTCACACAGGTCTTGCTCCGCTCCAGCTGGCAGTGAAGGTGTGGCCTTGC
TGGAGGACTTGTTGCCTTGTTTGAGGAAGGGTGTCACTGGGAGTGGGCTCTGATGTTTCAAAAGCC
TGCGTGAAGCCCAGTATTTCTCTCTCTGCCTGCAGATCAGGATGTAGCTCTCAACTCTTTCCTCATT
ACCATGCCTGCCATCGTGCTTCCTGCTGTGATGATATTGGACTAAGCTCCTGAGACAGTAAGCCAG
CCCAACTAAAGGCTTTAAGAGTTGCCTTGGTCATGCGGTCTCTTCACTGCACTAGAACAGTGATGA
AGACATTGTCCTTGGGTAGTTTTCCACCTTATTTTATTTTAGAACAGTTTTGCCTGCATGTATGTATG
TACGTATGGGTGTCACGTTTATGTTAGGTGTTCCAGGAGGTCAGACGCCCTGGTACTGGAGTCACA
GACCGCTGTGAGCCACTGTGTGGGTGCTAAAAATTAAACTTTCGATCCCTGTTAGAACAAGATGGC
TCACATGAACCATCTCTTCAGCCTTCCACCTTACTTTTTGAGACAGGATCACCTATGGAGCCTGGAG
CTTACGGATCCAGTTAGGCTGGATGGCCAGTGAGCCCCGGGGATCTACCTTT 
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>Enhancer 4 mm9_dna range=chr3:30984024-30985623  
 
CTCTCTGGGCAACCCTCATGCTTTCTTTTTCAGTGTAGGCATCTCAAAACCAACATCATTCAGGAGA
ACTTCCTGACATAACGGTGTGTCCTCTGTGTTGTTCAGCAGAGCCACTTGCCTACTTGAAGTATGCG
ATGAAGAGATTTGGTTTTTACTTTCATTCATTTCAATGTAAGTGGCTCTGTTTGGGCAACACAGCTC
TCTTTCTTGCTAATGCTGATAGGTTTCTTCTGTGACCACAAGCAAAGAGCGCTGTTGGGAGTAGCAC
CAAGGTAGGCTTGCTGGTTGAACCCCCTGCATTTGACTCAAGTGCCCATGGGGGGAAGGAGCAAAT
AGAAGAATTCCTTTGTAGTGTCATTACTGCTGCCTTCCAGGTCCTTCTCAGATCCCAGCCTCTTAGG
ACTCCGCAGACTGCAGAGAGCAGAAAGTCACTTGGATTTGGTCTGGGGGAGCAGGAGCACCCAAA
GGCATGAAATCAGCATGGCCCCTGGATATACAATATATTTACTCTCCGTGAACACTGAGTTTTACCT
GTTTCCCCCCAAATCTGCCTCATTTGGCCACACGTGGCAACTTAGCTGACGACTTTCTACCTCATAG
CAGTAAACAGGACCACCCAAAGCTCTTGTCAACACACCAGCCAGGCTGAGGCTGTATTTCTCAGTG
TTCATTCCAAACGCTTCTAGCAAGGTACCCCCTGGCCTAGGGTGGCTTATGTGTGCAGTCTTCCTCC
GATTCCCTGTGACTGAGAACAAGGCTAACTTTAGCTGTATGAAGCTCTGTGGGTTTTTTGGTTTTGT
TTTTGTTTTTTTAAATGGCTATGTGGCTAAAGAGGGTGGTGGGAAAGGGACAGGCGAATAAATGGG
AGCTGGGCACGGTAGCACAAGCCTTTAATCCCAGCCCTTGAGAGGCAGAGGCAGGTGGAGTGTTC
GAGGCCAGCCTGGCCTACAAAGGGAGCTACAGGACAGCCAGGGCTGTTACACAGAGAAACCCTGT
CTCGAAAAACAAAGGAAAAATCATATCGAAACAAAGCAAGGGGCACTGGGGGTAGAGAAGCCCA
TGAGAGGCAACCACCATTCTCACTCCGATCCTTGGTGACCTGGTCCTTCTCTGAGTCCCCCTTCTCA
GGTTGTATAGTCTGTCTCCATAGCCTCCTTTGATGGAAGCTTCCCTACCCATGTTCCATTACAGCAG
GACTCTGCTGCCAGGTGACTAATTAGTCTGATGTAGACAACTGACTAAATGGAAGAACTCACTTGA
GGAACAGAGAGCATCAGTTTCCTCACTGAACAAGTGGGGATGAAATGGCCTATTGATTGGGGGGT
GGGGGGGGCAGGGGTTAGAGCCAAATAATCAAAGTTATTACCAAGAACACTTCCTTCCTTCTAATA
AAAACATTTCTGCTTAATCTATATGGCAACGAAACCGTCATGTCTTCTGGGGAGGTTAAGCATGTG
ATGCCAGGAGAATAGAATTACGGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTG
TACCATGCACACATGAAAAGATCGAGAGGACAGCCTCGTGGAGCTTGCCCCTTTTTGAACTTCACA
TGGGTTCCAG 
 
 
>Enhancer 5 mm9_dna range=chr3:30982464-30983544  
 
CTTTCTCCTCCTCCTCTTCTTTCTCGCCTACTTCTCCTACCTATGCTATCCCAGCTGTCCACAAATTTC
TGGACTCAGCAACACCCCCCCACCCCCACCCTCTCAACCCCCCCACACCCGCCTTAGCCTTCTGAGT
AGCTGGCATAAGGGGCATGGCAGCTGTGCCACCCATTTTAATTGGCCCATGGATCTGGCAGTTTTC
TGTTTCTAGCCCTGCCCTCTTAAACTCTTCCAGAATACATCTAGAATCTCCAGTTTCCCCCTCTGCCA
CATTAGGAAGCACCGATTTGAGGGTATGTCCCTGAGAGACAGGTGGAGGAACTGGTGTGGAGATA
TTTGGCCATCTGCCAAGGCTGACAAAACCGGCACTCTATGAGTTAATTGGGCCCTGGCTCACTGCC
TGTTAGGTTCTGACCCCGGATTCTGTCAACAAACAAGATTGGATCTGGTCTGTGGCCAGGTTCACA
TTAACCAAACTCGTAGCGCCATGAGCACGCAAGCCTCACAGCACAGTTAGCGTTAGAGAAGAGAC
TACATGTCATTAATGTGGAGTCTCCCCGCATACACGTGGTTTGGGAAGCCCCACTACAATTGGAAG
GCTGCTCTGTGGTCAAGAAGTAAGAAAAGGGAAGTTAAATACATAACTTGCTTTCTGAGCAGATTG
GGCCTGATTCGTAAATTTCCAAAAGTGAGCTAACATTCCCGATCTTGCTGACTGACTTAAGCCTTCT
GAGCAATTTACTCATCTTGTGAATTTGTTAAGGCCACTGAGTAAAATTTCACTCAGAGAAGAAAAT
CATCTTTTTTCTTTAAAGGGAGTTTTGCAGGGTCCAGGAGAGAGTGACTAACTAAGACAACGGCAG
AGTTCCTAGGCAACTCAGAAAACTACATGGGAACAGACAAGAGGACAGGCATTTGTATCCCCTGG
CTTTTCCCTCTCTTCTTTCAAAGCCATCAAGATTCACACACAGGAACCCCCATCCCTAGTGACTTAC
AAAAGCCTAATCACTAACACACACACCCCCAAAGGCCCCGTAAACATTGTAATGTTCTTAATACTT
CACGATGGGTGAAAACACAA 
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>Enhancer 6  mm9_dna range=chr3:30979465-30981625  
 
TTCGGGAGTGTCTGAAGATAGCTACAGTATACTTACATATAATCAATCAATCAATCTTAAAAAAAA
AGAGCAGTTAAAAAAAAAAAAGACCTCACTTCTCATGCATAATTCCCATTCTGTCCATCAGTGAGC
ACCCACCATTGCTGATACAGGATGGAAAGACTGACAGATAAAATGACAGAGCTGTTAGTAAGACT
CAGTCAGTTTTACACATACACTAGACATATATATTTACAAGTAACCATTTTACTTGTACAGTAATAA
GCACACAAGTTATTTAGGTGCCACACGAGGGAGATGGCTCCGTGGGTAAAGTGCTTGCTGAGCGA
GCATGAGACTGAGTTCAACCTCCAGCCCCCATAGAGAAAGGTTAGGACTTGTATCCTCCCCACTGG
AGAGCTGGAGACAGGTGGGTCCCTTTGAGCTCCCTGGGCAGCCAGCCCAGGCTGCTTGGGTAATCA
GGGTCCAGTGAGAGAGCTGGTGGACAGTTCCTGAAGAAAGAACCATATTGAGGTTGACCTCTGGC
CTCCATGTGTGTCCGCTCCCGCGTGTACCCACAAAAGTACAGACTCAAAAGAACATACACCCACAT
AGAGAAAAAAGGAGAGAGAGAAAGAAAGAGAAAGCGGGGAGAGGGAGAGAGAAAAACCCAACT
CCAGTAATTAGGTCATAAGGAGCAAGTCTAGTTGGCTGACTGAACCCTTTGGCCAGGCTTTCTGGG
TCAGACTAAGTCCTGGTTGCTGGCCAGCCTAGGGTTCAGGTCCCTTTCCCTGGTCTTTTCAATGCCC
ATTCTTTCCTCTGCAAGGGACTGCAGCCAGGCTGGTTTCCTCTAGAGGAGGAGTTGTAAGGGTGCC
GGGCTCAGGGAAACAACACCGGTATTTCTCCTCACCCAATGACTTTGTTAGGATGAATTCTAAAAG
AGCAACCACCGAACAAAGACTATGGAAACATGCTAATTATGATACCCGACCTGTCAGATTTTTAAC
CATTATATTTTTCTTAATTAATTAATTTGTGTGTGTGTGTGGGGGGGTGTTTACACACATGCGTGCA
GATGCAGAAATCAGAAGAGGACACTGCTCCATTACTCTCCAGTCTACTGAGACAGGGTCTCTCACT
GAACCTGGAGGTGGCGGACAAGCTCATGGATCCTCCTGTCCCCATGCCACAGCACTGGGTCTGCAG
AGTGGCTACATCTGACTGTTTAGAGGGGGCTGGACCGGAATTCAGCTCCTTGTGTGTAGAAAGCTT
CACTGACTCTCTGTCTTGTCTGCCCAGCCCCTGTATTTTTCTTGATTTTCTATTCATATTCCACCTAC
CAAATACCATAAATATGATGTTCCTTTTTTTTTTCCAAGTGAGAAAACATGTAGAAAATGAAGTTTT
ATCTTTCCCTTCCTCCTCCTCTCCCTATGCCCTCCTTTCTACACCGGGAATCCAACCCGGGGTGTCAC
ACACGCTAGGCAAATACTCTAACTACACCACAGACCAACAGTTTCACTTTGGTAATCAACTTGCAT
TTGTAATAGTTGAACCTTACAATCTAGGTTGGTTTTGTTTGTTTGTTTGATGTTTTGAGACTGAGTCT
CTCTGTGTAGACCTGGCTCTCCTGGATCTCACTCTGTAGACCAGGCTGGCTTCGAACGCAAAGATC
CATATGTATCAGCCTCCCGAGTGCTGGGATTAAAGGCGTGCACCAGCCCCCTGGCCTGTTCTTTGTT
TTGCTATGGACTTGTAGAGAAAGAATAATATTTGGGGAAATATTCATATCTCTAGAATGTTTCTATT
CCAAGGAAAGGTTAAGGCAGCTTGACTGTTTTGAGGAAGGTGAGACTGCAGGGCAGCGGGGAGAA
TGGCTCTTCAGGGCCTCTTCTTACTTAACTGTCCAGTTCTGTGAGCAAGTGCAGCAGATGCTACTGA
GGCAACGTAACTTCAGACAGAAGCAGGGATGCAGAGACCAACCCTACCCTCAGCTGAGTCTGCCT
CTGTACTTCCCTTCTGTCAGCCCAGCTGGCCTGTCTGAGAGTGGTCCTGTGTCCCAGCCTCCTCCGT
CAGACTTCAGGTGGAGAATGTTCTCTGCTTTTTCCTCATTGCATAGTTTATATTTTTATTATATTCCT
TATTATATGCTCCTTCCCTTGGTGCTGAGTCTCTCAAGCTT 
 
 
>Enhancer 7 mm9_dna range=chr3:30978106-30979225  
 
CAGACACACACACAGACACACACACAGAGACACACACACAGACACACACACAGACACAGACACA
CACACAGACACACACACACAGACACACACACAGACACACACACAGACACACACACAGAGACACA
CACACAGACACAGACACACACACACAGAGACACACACACAGACACACACACAGACACACATACA
GACACACAGACACACACACACAGACACACACACAGACACACACACACACACAGAGACACACACA
CACACAGACACACACACACACACAGAGGCACCCACCGATCCTGAAAGGACGGAGATGGTCGCAGC
TGCTCAGCTGTAGCTGCATGTTTCTGATAGCTTGGTATCTGGACACTGAGTGCAGTGGTTGTTCTGG
CTGGCATTTTCTGGAAGCAAGACAGCAAACTTGGAGAGGTGACAGCAGAGGAACTTCATGTTAGG
AAAAAGGTCTCAGGGGACACAGCAGGTGTGGCACTGCTGGTGAGGTCACAGAGGTCCGTTTGGGA
ACTGGCCACTTCTTTACTATTTACTTTGGCTGGGTGTGATCTCGGCTGTGTACATTCATAGATGGTC
CTGGGTGTGTGCGTTCGTGCGTGTGCGTTCGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTG
TGTGTGTGGCCAGGGGAAGGGGTTTGGAGGTAATGATTGTTCCTCAGTGCAGACAACTGTTCACAG
CTAAGTAAATGTTAACACCTATTAGCAAGTTCTCCACATTCTTTTTGTTTTGTTTTGTTTTGTTTTGTT
TTGTTTTGTTTTTCGAGACAGGGTTTCTTTGTGTATCTCTGGCTGTCCTGGAACTCACTCTGTAGACC
AGGCTGGTCTTGAACTCAGAAATCCACCTGCCTCTGCCTCCCAAGTGCTGGGATTAAAGGCGTGCG
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CCACCACCACCCGGCTTCTCCACATTCTTAAAATTATGGCAATGCAGTGTTTATCCTAATTTTGAAC
ATGTTAGAGATTTAAATATTGAATACCGAATGCCTGTCCCTTGTCCCTCCAAGCGAGGGTGACCAA
AACTAATGAGGAAAACATCTAGAGTTTTACTTGACACACTGATTTATTTTAAAAATCAATAAAGTG 
 
>Enhancer 8  mm9_dna range=chr3:30973467-30975586  
 
GAATTCTCTAATGGACTCAGCCTGACCACGCCTGAGCATACTGATCAATCTCAATAGCCCAAAACA
GAGAGACAGGAGCCACTGTGTGTCTTTTGTAACTATGAGAAAGTAAACACACTCAAGTTGAATGTT
CTTGCTCTTCAAATCACAGGGGATTGGACAACATTTCTAACCTTTTTGGAAAACAGCATCTTAGAG
ATCGAAGGCTGGCACCTAAAGCATGTATCCGAGGATGACCTTCCACGTCTGACCCTACTGCCACCA
TGCTCCAATTGCTGGGCTTATTAGCATGTACCACCAAGTCCAGTCTCTGCCATGCCGAGGATGGAG
CCCAGAGCTCATGGGTCTTAGGCAAGCACCTGGCCAGCTGAGCTGGATGCAATGGTTCCTGATACC
ATAAGGATGCAGCCTATAGAGCTAGATGATATCATAAGGATGAGCCCATAGGCTCAGAGTACAGG
GCCTTCTACAGGACAGTGGCAACTCCTTCAGTAAAGGAAATGTAAGGAAAAGAAGGTGGGTAGAT
AGATAAAGACCTTAAGGGATGTGTGAGTAGGCAGTATGTGTGTGTGCTTGATTCAAACACACAAAC
ACATGAACCACACAAACAAGTAAGCAAGTCTTCAAGAGACAGCTCAAACGCTGAACTCTGAGAAG
AACCATGGAGCTGTCCCTGAGTCCCTGTCAGCCACTGTAAGTATCACTGGCATTGTGCTTGTGTTTA
TGGAGAGTTCTTCATGCGAGATATCACAGAGTACAGAGAAGCTAGTGTGGCCTGGCACTCTGGTTC
TACCAAGTGTTGTCTACAGGGTGGGCTCTTTACCTAACAAAACTGGAAAGCTGTCTTGAGTACCCA
GGCCTCTCTGACTTGTCAGAGAGTTTGTCCTGTTGCCTGCAGAGATAGAGGCTCAGCCTTAGGCCT
GCAGAGCCAAGAAAATCCAGAATGGTTGGCAATTACGGTTGGTGCTAATTGCTGGGTATGAACAT
GTCTGACTGGGCCAATGACAGGGATCGGTGGGGCCAGGGTAAATCAAAGAACAATTTCCCGGCAA
AAGCATTCAGGTTTAGTGGAAGAAAGAGGGGGAGGAATGGAGAAGAAAAGGAAGAAAAGGAAA
GAGAGGGACAGAGAGAGACAGGTACAGATAAGCTGGAGATAACACAGCCCCAGGCTATGTCTTCT
AGCCAGATTCTCCATCCCTACTTAGACATAAAGCTATACTTGAATGAAATCCATATTTTTTGGCAGA
ACAGATGTTGCACACATCCATCTTTGACAGTCGCTAGAACGCGCCAGTGCCTAGTCAAGGTGGCAT
AAAAAAAAAATCAGCACACTTATCAACGTGACAGAGTAAGAACTGGTAGGAAATGCTCTACCAGG
AAAAAAGCCGTCCCTTGGGGAGCCTGGCTGTGTTGATTTAGTGATAAGAATCTGTACACTAAGGTT
GTCAGCCAGCACAGGAAATTTCTCCTGGTGGTGAGCAGGCTTCTTAGTCGGGACGAATGGCCTCCA
GCCACATTGATTGGCTCCAAAGGGCATCTCTGAGACACAGGCAAAGGGCAACGCATCTAGATTTCT
GGGTCACAGAAGGCCTTCCTGACTTCTGAACGGGAGCGAAGGGCAAGGAAAGAGGCTGGAACCTT
ACTTCTTCGTGCCTATGAGTGGTTGGTTTTTGTTTCATTTAAGACTGGGCCTGCAAGATGGCTCCAC
AGGTAAGGGTGCTCACTGGTTAAGCCTGACAACCCACATTGAATCTCAGACCTATGAGGTGGAAG
GAACGAACTGATTCCAGCAAGTCATCTCTACTTGTCACACATCAGGTGTTTTGTTTTGTTTGTCTGT
TTTAAAAAAGGGACAAGCAGAACCAGAAACTGTTCCTGAGAGTCTTTCACCAATAGCAGGATGTG
GGCTGGAACCAGCACAAACACATTAGGAGTTTTGCTGTTTTACCGGATAGGAAGTATTATCTATGT
GTTGGACTTGCAGAGAGGATGACTGCATTCAATTTTGCATTATCAAGGCCAAATACATTATTGAGA
GTAAAGGAACCAGGCCAAGCCTATGGAGGGCATGGTTATGGAGAAGATGTAGTCTTTGCTCTGGC
AAATTTTTATACCATAGC	  
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Anexo 2 Propiedades de los compuestos empleados que modulan el citoesqueleto de actina 
 

1. Características de los compuestos empleados que modulan la dinámica del citoesqueleto de 
actina. 
 

Compuesto Efecto sobre la polimerización de actina 
Jasplaquinolida Favorecen la formación de F-actina 
Esfingosina 1 Fosfato (S1P) 
Ácido Lisofosfatídico (LPA) 
Citocalasina D (CytD) Bloquea la dinámica de polimerización-despolimerización de 

actina 
Latrunculina B Promueve la despolimerización de actina  
 
 
Anexo 3. Lista de Anticuerpos utilizados 
 
 

Anticuerpo Uso Dilución utilizada Almacen Compañía 
IP WB WB   

SnoN-H317 + + 1:1000 4ºC Santa Cruz Biotechnology 
Smad2/3 

N-19 + -  4ºC Santa Cruz Biotechnology 

p-Smad2 
(Ser465/467) - + 1:2000 -20ºC Milipore 

β-tubulina - + 1:2000 -20ºC Sigma Aldrich 
β actina - + 1:2000 4ºC Santa Cruz Biotechnology 

 
Anticuerpos secundarios Dilución Almacenaje Compañía 
HRP-Cabra anti conejo IgG 1:20000 4ºC Invitrogen 
HRP-Cabra-anti-Ratón 1:2000 4ºC Zymed 

 
 
Anexo 4. Soluciones empleadas 
 
 
Medio de cultivo Dulbecco’s Eagle Modified Medium (DMEM) (1L) 
1.5 g NaHCO3 
1L dH2O (* d = desionizada) 
pH 7.4 
 
Una vez preparado el medio se esteriliza por filtración y es complementado con 10% de suero fetal 
bovino (FBS) y con antibióticos como penicilina y estreptomicina. 
 
*Para medio de Ayuno el medio no se complementa con FBS y sólo se le adicionan los antibióticos 
penicilina y estreptomicina. 
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Soluciones para lisis celular 
 
PBS 1X 
 
137mM NaCl 
2.7mM Kcl 
10mM Na2HPO4 
1.8mM KH2PO4 
 
Buffer de lisis RIPA 0.1% SDS 
 
50 mM Tris-HCl (pH 7.4) 
150 mM NaCl  
1 mM EDTA 
0.5% Nonidet-P40 
0.5% desoxicolato de sodio  
0.1% SDS  
 

• Este Buffer debe ser complementado con los inhibidores de proteasas y fosfatasas 
 
Inhibidores de fosfatasas y proteasas 
 
NaF (1M) 
NaPPi (100mM) 
NaVO4 (100mM) 
 
PMSF (1M) 
Inhibidor de Tripsina (50mg/ml)) 
Pepstatina (5mg/ml) 
Leupeptina (5mg/ml) 
Antipaina (5mg/ml) 
Benzamida (50mg/ml) 
β-Glicerofosfato (0.5M) 
 
Soluciones para inmunoprecipitación de proteínas 
 
Buffer TNTE 0.1 % (100 ml) 
 
150 mM NaCl 
50mM Tris-HCl 
1mM EDTA  
0.5% Triton  
dH2O 
 
Preparación de proteína G 
 
Tomar del Stock 2 ml de proteína G-Sefarosa y lavarla con TNTE 0.1 % tres veces para retirar el 
exceso de etanol, centrifugando a 13 krpm en cada lavado y descartando el sobrenadante, al final 
resuspender la proteína G (1:5) con TNTE 0.1% y guardar a 4oC 
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Soluciones para electroforésis de proteínas 
 
a) Laemmli 2x pH 6.8 
4% SDS 
10% 2-Mercaptoetanol 
20% Glicerol 
0.004% Azul de Bromofenol 
0.125M Tris-HCl 
 
b) Buffer de corrida pH 8.3  
25mM Tris-base 
190mM Glicina 
0.1% SDS 
 
 
c)Buffer de transferencia  
25mM Tris.base 
190mM Glicina 
20% Metanol 
 
 
d) TBST 1X 
20mM Tris-base 
150mM NaCl 
0.1% Tween 20 
 
e)Solución de Bloqueo 
5% Leche svelties en TBST 
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Background: Ski and SnoN proteins function as transcriptional co-repressors in the TGF-β pathway. They regulate
cell proliferation and differentiation, and their aberrant expression results in altered TGF-β signalling, malignant
transformation, and alterations in cell proliferation.
Methods:We carried out a comparative characterization of the endogenous Ski and SnoN protein regulation by
TGF-β, cell adhesion disruption and actin-cytoskeleton rearrangements between normal and transformed
hepatocytes; we also analyzed Ski and SnoN protein stability, subcellular localization, and how their protein
levels impact the TGF-β/Smad-driven gene transcription.
Results: Ski and SnoN protein levels are lower in normal hepatocytes than in hepatoma cells. They exhibit a very
short half-life and a nuclear/cytoplasmic distribution in normal hepatocytes opposed to a high stability and re-
stricted nuclear localization in hepatoma cells. Interestingly, while normal cells exhibit a transient TGF-β-
induced gene expression, the hepatoma cells are characterized by a strong and sustained TGF-β-induced gene ex-
pression. A novelfinding is that Ski and SnoN stability is differentially regulated by cell adhesion and cytoskeleton
rearrangements in thenormal hepatocytes. The inhibition of protein turnover down-regulated both Ski and SnoN
co-repressors impacting the kinetic of expression of TGF-β-target genes.
Conclusion: Normal regulatory mechanisms controlling Ski and SnoN stability, subcellular localization and
expression are altered in hepatocarcinoma cells.
General significance: This work provides evidence that Ski and SnoN protein regulation is far more complex in
normal than in transformed cells, since many of the normal regulatory mechanisms are lost in transformed cells.

© 2015 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

TGF-β is a pleiotropic cytokine that regulates a broad spectrum of
cellular processes depending on cell type and context, such as prolifer-
ation, differentiation, migration and apoptosis [1]. The relevance of
TGF-β/Smad signaling in controlling the liver homeostasis has long
been recognized: TGF-β is a powerful cytostatic factor for hepatocytes,
acting as an inhibitor of cell cycle and as an inducer of apoptosis, thereby

controlling the liver growth [2,3]. Any deregulation within the pathway
promotes an increased turnover of hepatocytes, and predisposes to liver
fibrosis and/or hepatocarcinogenesis [3–8]. The versatility of TGF-β ef-
fects relies on the variety of Smad2, Smad3 and Smad4 heteromeric
complexes formed, as well on Smad interaction with a plethora of tran-
scription factors whose expression is cell context-specific [1,9].

Nuclear Ski and SnoN proteins are known as potent co-repressors of
Smad transcriptional factors due to their capacity to interact with R-
Smad2/3 and Smad4, and by recruiting elements of the repressor ma-
chinery (e.g. HDACs,mSIN3A, orNCoR) on TGF-β/Smad target gene pro-
moters [10–15]. Importantly, TGF-β is the main known signal that
controls Ski and SnoN protein stability, which uses activated Smad com-
plexes to target Ski and SnoN proteins for polyubiquitination and
proteasome-dependent degradation [16]. TGF-β also induces the up-
regulation of SnoN mRNA and protein as part of a negative feedback
loop that eventually turns off the TGF-β signal, restoring the basal con-
ditions [17]. Despite the fact that there are many characterized TGF-β/
Smad-regulated genes, so far, only the negative regulation of two
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genes, smad7 and sno/skil, by Ski and SnoN co-repressors has been char-
acterized [10,11,15].

Ski and SnoN proteins play important roles in regulating cell prolif-
eration and differentiation [13,14]. Aberrant expression of these co-
factors causes cell insensitivity to TGF-β signals, malignant transforma-
tion and alterations in cell cycle progression [14,18–21]. Likewise, it has
been proposed that high levels of SnoN protein might lead to tumor
growth whereas lower levels may favor tumor metastasis [20]. These
findings strongly suggest that hyper- or hypo-expression of either Ski
or SnoN may promote cell transformation.

Aside from the fact that Ski and SnoN can be transiently up-
regulated during liver regeneration after partial hepatectomy or hepatic
damage by carbon tetrachloride (CCl4) treatment [22], little is known
about their function and regulation in the context of a normal liver or
in hepatocarcinoma (HCC). Herein,we set to characterize the regulation
of Ski and SnoN protein stability in normal and transformed hepato-
cytes. We found major differences between the two cell contexts: in
normal hepatocytes, Ski and SnoN proteins exhibit a short half-life,
low stability, both nuclear and cytoplasmic subcellular localization,
and are regulated by rearrangements of the cytoskeleton; importantly,
TGF-β/Smad target genes show a transient up-regulation. Surprisingly,
these features seen in normal cells are lost or deeply modified in hepa-
toma cells.

2. Material and methods

2.1. Material

Recombinant human TGF-β1 (TGF-β1) was obtained from PeproTech
(Rocky Hill, NJ). MG132 (proteasome inhibitor) and SB431542
(SB43, TβRI receptor inhibitor) were obtained from Tocris Bioscience
(Minneapolis, MN). Latrunculin B (LatB) and jasplakinolide (Jasp)
compounds were obtained from Calbiochem-Millipore (Billerica,
MA). Cycloheximide, actinomycin D and cytochalasin D were
obtained from Sigma-Aldrich (St. Louis, MO). Anti-LaminB, anti-Ski
(H-329), anti-SnoN (H-317), anti-Smad4 (C20) and anti-Smad2/3
(N-19) rabbit polyclonal antibodies were from Santa Cruz Biotech-
nology (Santa Cruz, CA). Anti-phospho-Smad2 rabbit polyclonal an-
tibody was from Chemicon-Millipore (Billerica, MA). Anti-β-tubulin
mouse antibody was from Cell Signaling (Danvers, MA). Secondary
anti-rabbit or anti-goat HRP-coupled antibodies were from Zymed-
Invitrogen (Waltham, MA), while secondary anti-mouse HRP-
coupled antibody was from Santa Cruz Biotech. Culture media and
reagents were obtained from GIBCO-Invitrogen (Waltham, MA).

2.2. Cell lines culture and treatment

Rat C9 cell line (normal hepatocyte-like phenotype)wasmaintained
in Dulbecco’smodified Eagle’smedium (DMEM) supplementedwith 10
% fetal bovine serum (FBS) and penicillin/streptomycin. Human hepato-
ma HepG2 cell line was maintained in minimal essential medium
(MEM) supplemented with 10 % FBS, sodium pyruvate and penicillin/
streptomycin. All cell lines were serum-starved for 12 h prior to each
experiment; cells were treated with 0.3 nM TGF-β for indicated times.
For acute Ca+2 removal, cells were pre-incubated for 10 min in an iso-
tonic NaCl-based medium (140 mM NaCl, 3 mM KCl, 1 mM MgCl2,
5 mM glucose, 20 mM Hepes, pH 7.4 and 1 mM CaCl2), and then incu-
bated in the same medium without CaCl2 plus 1 mM EGTA.

2.3. Rat hepatocyte primary cultures

Rat hepatocytes were isolated using themodified collagenase perfu-
sionmethod from Berry and Friend as previously described [22]. Briefly,
hepatocytes were isolated from collagenase-digested liver fromWistar
rats and separated by centrifugation at 400 rpm for 2 min; viable hepa-
tocytes (~95%) were isolated by iso-density percoll centrifugation

(Amersham-GE Life Science, Pittsburg, PA), and cell viability was evalu-
ated by trypan blue exclusion. Fresh hepatocytes (FH, cells in suspen-
sion) were resuspended in William’s E medium (Sigma-Aldrich),
maintained at 37 °C (5% CO2) and used within 1–2 h after isolation.
For primary culture, hepatocytes were seeded on plastic Petri dishes
coated with 1% rat-tail collagen type 1 (Becton Dickinson, Franklin
Lakes, NJ). Cultured hepatocytes (CH, adherent cells) were allowed to
adhere for 4 h in the presence of attachment medium, and then cells
were cultured for 24 h in feeding medium (serum-free attachment
medium) [23].

2.4. AS30D rat ascites hepatoma cells

AS30D hepatoma cells were grown by intra-peritoneal inoculation
in femaleWistar rats as previously described [24]. The cells were isolat-
ed from the rat ascites fluid at 5 to 7 days after inoculation, and imme-
diately counted, seeded (20x106 cells) in Petri dishes, and maintained
at 37 °C (5% CO2) for a maximum of 5 h in Williams E medium supple-
mented with 1 mM Hepes and penicillin/streptomycin.

2.5. Immunoprecipitation and Western blot

For protein analysis, cells were washed once with cold phosphate-
buffered saline (PBS), and lysed with RIPA buffer (50 mM Tris-HCl
pH 7.4, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 0.5% sodium deoxycholate, 0.1%
SDS, 1% Nonidet) plus a protease and phosphatase inhibitors cocktail.
After protein quantification, 80 μg of protein was used for loading con-
trols, and 1 to 3 mg of protein was used for the immunoprecipitation
(IP) assays. Proteinswere separated by SDS-polyacrylamide gel electro-
phoresis (SDS-PAGE) and detected by Western blot (WB) using en-
hanced chemiluminescence assay (ECL) (Millipore) or SuperSignal
West Pico kit (Pierce-Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA). Densito-
metric analysis was carried out with ImageJ 1.47 free software and data
expressed as fold change over control.

2.6. Cell fractionation

The protocol used for cellular fractionation was modified from
Grewal et al. [25]. Briefly, AS30D, HepG2 or C9 cells were washed with
cold phosphate-buffered saline (PBS) and resuspended in homogeniza-
tion buffer (3 mM imidazole pH 7.4, 250 mM sucrose and protease in-
hibitors cocktail) followed by 20 passages through a 22-gauge needle.
The homogenatewas centrifuged at 707×g for 15min a 4 °C and the cy-
toplasmic fraction (supernatant) was separated from the nuclear frac-
tion (pellet). Each fraction was lysed in RIPA buffer for 1 h at 4 °C, and
then centrifuged at 19,100×g for 5min. Protein extracts from each frac-
tion were analyzed by IP/WB.

2.7. RT-PCR

The smad7, ski, snoN/snoN2, pai-1, gadd45b and β-actinmRNA levels
were detected by RT-PCR as previously described [11,15]. Briefly, total
RNA was isolated using TRIzol (Invitrogen), and 2 μg of total RNA
were used for cDNA synthesis using random hexamers (Roche, Basel,
Switzerland) andM-MLV RT (Invitrogen). The PCR reaction was carried
out using Taq PCR Master Mix kit (Qiagen, Venlo, The Netherlands)
along with the specific primer sets described in the Supplementary
Table S1, following the program: 95 °C for 5 min, 95 °C for 45 sec,
55 °C or 60 °C for 30 sec, 72 °C for 1min. Productswere analyzedby elec-
trophoresis on 1.5 % agarose gels.

2.8. Chromatin immunoprecipitation (ChIP) assay

ChIP assays were carried out as previously described [15]. Briefly,
cells were treated with 1 % formaldehyde at 37 °C for 15 min and then
sonicated on ice for 8 cycles of 30 s each with a Fisher Sonic
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Dismembrator 300. The desired amount of protein-cross-linked DNA
extract was pre-cleared in batches, and specific antibodies were used
for immunoprecipitation. Primer sequences used for PCR are shown in
Supplementary Table I. PCR products were analyzed by electrophoresis
on 1.5% agarose gels.

2.9. Statistical analysis

A Student’s t test was used to calculate statistical significance. A p
value b 0.05 was considered to be significant.

3. Results

3.1. Hepatoma cells express higher levels of Ski and SnoN proteins than
normal hepatocytes

We first analyzed the expression of negative co-regulators Ski and
SnoN using two cell models: normal and transformed hepatocytes.
The comparative analysis showed that Ski and SnoN protein expression
levels were lower in Normal (freshly-isolated rat hepatocytes (FH) and
C9 cells) than in Transformed hepatocytes (AS30D (AS) and HepG2
(Hep) hepatomas) (Fig. 1A and B). Surprisingly, ski, snoN and snoN2
mRNA levels did not correlate with the protein levels in all hepatic
cells studied (Fig. 1C), suggesting an uncoupling between mRNA levels
and protein expression. Thus, the higher protein levels of Ski and
SnoN found in hepatoma cells are probably due to an increase in protein
stability and not to differences in gene transcription.

3.2. TGF-β induces Smad4-independent and -dependent genes in both nor-
mal and transformed hepatocytes but with different kinetics

We hypothesized that the high levels of Ski and SnoN co-repressors
in hepatoma cells might inhibit the expression of TGF-β/Smad target
genes. As Smad4 is a key component needed for the transcriptional
repression mediated by Ski and SnoN [10,11], we analyzed mRNA
levels of both Smad4-dependent (gadd45b and pai-1) and Smad4-
independent (snoN, snoN2 and smad7) TGF-β-target genes in hepatoma
and C9 cells stimulated with TGF-β for the indicated times (Fig. 2). To
our surprise, the hepatoma cells showed a strong expression and a
sustained up-regulation of all the TGF-β-responsive genes analyzed
(Fig. 2A and B). In contrast, almost all the TGF-β target genes evaluated
were just transiently up-regulated in normal C9 cells (Fig. 2C). The dif-
ferential expression kinetic of the TGF-β-target genes observed in nor-
mal and transformed hepatocytes suggests that the negative feedback

loop exerted by Ski and SnoN co-repressors, responsible for turning
off the TGF-β-induced gene transcription, is present in normal cells
but apparently absent in hepatoma cells.

3.3. Ski and SnoN protein stability is differentially regulated by TGF-β in
normal and transformed hepatocytes

Since the different kinetics of gene expression induced by TGF-β in
normal and hepatoma cells might depend on Ski and SnoN co-
repressors levels, we further characterized the TGF-β-dependent Ski
and SnoN protein regulation in normal and hepatoma cells (Fig. 3). As
expected, Ski and SnoN protein levels were rapidly and transiently re-
duced upon TGF-β stimulation in normal hepatocytes, and only SnoN
protein was up-regulated around 1–2 h after the stimulus (Fig. 3A and
B). In the HepG2 hepatoma, we observed a rapid Ski and SnoN protein
down-regulation and the subsequent SnoN induction upon TGF-β treat-
ment; however, the time course was lengthened in these cells since the
basal expression levels of SnoN and Ski proteins were recovered only
until the TGF-β pathway was turned off, i.e., around 24 h post-
treatment when the phosphorylated Smad2 (pS2) levels were de-
creased (Fig. 3C). By contrast, TGF-β barely down-regulated Ski and
SnoN proteins in rat AS30D hepatoma cells (Fig. 3D); thus, both Ski
and SnoN co-repressors seem to be resistant to TGF-β-induced degrada-
tion in this hepatoma cell type. However, TGF-β successfully induced
Smad2 phosphorylation (pS2) and SnoN up-regulation in AS30D hepa-
toma, showing that the TGF-β pathway is normally activated. Taken to-
gether, our data show that Ski and SnoN protein levels are differentially
regulated by TGF-β in both normal and transformed hepatocytes, and
also among the different HCC cell lines tested.

3.4. Different subcellular localization of Ski and SnoN proteins between
normal hepatocytes and hepatoma cells

According to previous reports, there is a link between the Ski and
SnoN subcellular localization and their stability; thus, we evaluated
Ski and SnoN subcellular localization in normal and transformed cells.
As shown in Fig. 4A and B, Ski and SnoN localization was restricted to
the nuclear compartment in hepatoma cells, and the nuclear Ski strong-
ly interactedwith Smad4 in both control and TGF-β treated AS30D cells
(Fig. 4B). A striking observation was that Ski and SnoN proteins exhibit-
ed a clear resistance to the TGF-β-induced degradation in AS30D com-
pared to HepG2 and C9 cells (Fig. 4B). Unexpectedly, we observed that
Ski and SnoN were localized in both the nucleus and cytoplasm in nor-
mal C9 cells (Fig. 4C); importantly, the presence of Ski and SnoN in the

Fig. 1.Hepatoma cells express higher levels of Ski and SnoN proteins than normal hepatocytes. (A) Ski and Smad4 protein levels were analyzed byWB inwhole cell lysates from Normal
cells (freshly-isolated rat hepatocytes (FH) and C9 cell line) and Transformed cells (AS30D (AS) and HepG2 (Hep) hepatoma cells). (B) SnoN/SnoN2 and Smad4 protein levels in normal
(C9) and transformed (HepG2, AS30D) hepatocytes were analyzed by IP/WB. (C) Comparative RT-PCRs show ski (human and rat 519 bp), snoN (human 308 bp; rat 420 bp), snoN2 (rat
308 bp) and β-actin (human and rat 237 bp) mRNA levels in normal (N) and transformed (T) cells. Data are representative of 3 independent experiments. Graphics show densitometric
analysis of Ski and SnoN/SnoN2 protein levels (A andB, lower panels) andmRNA levels (C, lower panel) as fold change over basal. Data are represented asmean±SDof three independent
experiments; * p ‹ 0.05 and ** p ‹ 0.01 compared to control (i.e. FH or C9).
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cytoplasm of C9 cells did not interfere with the Smad translocation to
nucleus (Fig. 4C); thus, Ski and SnoN function in the cytoplasm remains
elusive. In addition, both the p-Smad2/Smad4 complex formation and
the Ski protein down-regulation induced by TGF-β were prevented by
the TβRI inhibitor SB431542 (SB43) in the nuclear and cytoplasmic
compartments (Fig. 4D). These results show that Ski and SnoN localize
in both the nucleus and cytoplasmof normal hepatocytes and are equal-
ly down-regulated by the TGF-β signal; intriguingly, the cytoplasmic
localization of Ski and SnoN proteins is lost in hepatoma cells.

3.5. Ski and SnoN proteins exhibit a higher turnover in normal hepatocytes

Since Ski and SnoN protein stability does not seem to be influenced
by the subcellular localization pattern in normal and transformed hepa-
tocytes, we set to evaluate the half-life of both proteins using cyclohex-
imide (CHX), a protein synthesis inhibitor. Ski and SnoN protein
stability was not affected in hepatoma cells treated for different times
with 20 μg/ml CHX (Fig. 5A and B); also, their mRNA levels remained
unchanged (data not shown). Surprisingly, the CHX treatment induced
a rapid and strong down-regulation of Ski and SnoN proteins in C9 cells
(Fig. 5C); whereas the transcription inhibitor actinomycin D (ActD) had
differential effects on the co-repressors stability since it caused a more
rapid decrease of Ski than SnoN levels (Fig. 5D), whereas ActD had no
effect in hepatoma cells (Supplementary Fig. S1A and B). Also, the
down-regulation of Ski and SnoN proteins induced by CHX and ActD
in C9 cells was not associated with a decrease in their mRNA levels
(Supplementary Fig. S1C and D). As expected, the time course of TGF-

β-stimulated HepG2 cells showed that Ski protein was de novo synthe-
sized to reach basal levels after its early degradation induced by TGF-β
(Fig. 5E); likewise the quick up-regulation of Ski and SnoN proteins
after 2 h of TGF-β treatment seen in normal hepatocytes was also
inhibited by CHX in C9 cells (Fig. 5F). Therefore, data show that Ski
and SnoN proteins are very stable and have a very slow turnover in
transformed hepatocytes, whereas they have a shorter half-life with a
very high turnover in normal hepatocytes. This suggests that normal
cells possess diverse, but yet unclear, mechanisms capable of efficiently
regulating Ski and SnoN protein stability, which seem to be severely af-
fected in transformed cells.

3.6. Cell adhesion and changes in the cytoskeleton assembly differentially
regulate Ski and SnoN protein stability in normal hepatocytes

Recently, we reported that changes in the actin-cytoskeleton dy-
namics modulate Ski protein levels in regenerating hepatocytes [26];
here, we tested whether the rearrangements of actin-cytoskeleton and
cell adhesion could affect Ski and SnoN protein levels in both normal
and transformed hepatocytes. As a first approach, we used calcium-
chelating EGTA treatment to inhibit cell-cell junctions and cell adhesion
in normal and transformed hepatocytes. We observed that the EGTA
treatment for 2 h had no effect on Ski and SnoN protein stability or
Smad activation in hepatoma cells (HepG2 and AS30D) (Fig. 6A, upper
andmiddle left-panels); hence, Ski and SnoN protein levels are insensi-
tive to changes in cell adhesion in transformed hepatocytes. Surprising-
ly, EGTA treatment caused a dramatic reduction of Ski and SnoN protein

Fig. 2. TGF-β induces Smad4-independent and -dependent genes with different kinetics in normal and transformed hepatocytes. ThemRNA levels of TGF-β/Smad4-independent (smad7,
snoN, snoN2) and Smad4-dependent (gadd45b, pai-1) genes were analyzed in (A) HepG2 and (B) AS30D hepatoma cells, and in (C) C9 cells treated or not with 0.3nM TGF-β1 for the in-
dicated times. Total RNAwas purified andmRNA levelswere analyzedbyRT-PCRwith specific primers. Data are representative of at least 3 independent experiments. The fold change over
basal (normalized to β-actin) is shown for the representative experiments.

Fig. 3. Ski and SnoNprotein stability is differentially regulated byTGF-β in normal and transformedhepatocytes. (A)Normal rat hepatocytes (primary cultures), (B) C9 cells, and (C)HepG2
or (D)AS-30Dhepatoma cellswere treatedwith 0.3 nMTGF-β1 for the indicated times. Ski, SnoN/SnoN2and pSmad2 (pS2) protein levelswere detected by IP/WB. Data are representative
of at least 4 independent experiments.
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levels in normal C9 cells (Fig. 6A, lower left-panel). We then analyzed
the effect of actin-cytoskeleton rearrangements by using cytochalasin
D (CytD), a known inhibitor of actin dynamics. CytD treatment had no
effect on Ski and SnoN protein stability in hepatoma cells (Fig. 6A
upper and middle right-panels), whereas to our surprise CytD differen-
tially regulated Ski and SnoN protein stability in C9 cells, inducing a
rapid and strong degradation of Ski protein and importantly stabilizing
SnoN protein (Fig. 6A, lower right-panel). These data clearly demon-
strate that normal hepatocytes exhibit a differential regulation of Ski
and SnoN protein stability upon changes in the actin-cytoskeleton dy-
namics, a mechanism that is absent in hepatoma cells.

Even though cytoplasmic Ski and SnoN did not prevent pSmad2 nu-
clear translocation, we tested if they could sequester Smad4, interfering
with pSmad2/Smad4 complex formation andwith the Smad-dependent
transcription. Cell-fractionation experiments revealed that Ski and
SnoN depletion upon EGTA treatment did not affect or modify Smad4
nuclear and cytoplasmic levels and/or its localization at the nucleus; it
also did not alter the pSmad2/Smad4 complexes formed after TGF-β
treatment (Fig. 6B). We also found that EGTA-induced Ski and SnoN
down-regulation was independent of activated Smads, since EGTA did
not promote any Smad2 phosphorylation (Fig. 6B and C); yet, the TβRI
inhibitor SB431542 (SB43) abolished the EGTA-dependent SnoN

Fig. 4. Ski and SnoN proteins exhibit different subcellular localization in normal hepatocytes and in hepatoma cells. (A) HepG2 and (B) AS30D hepatoma cells, and (C) C9 cellswere treated
ornotwith 0.3 nMTGF-β1 for the indicated times, and cellular nuclear/cytoplasmic fractionationwas performed. Ski, SnoN/SnoN2, Smad4 andp-Smad2protein levelswere detected by IP/
WB.When indicated, the Ski and SnoN Co-IPwith Smad4was assessed. (D) C9 cells were pre-treated or not for 40minwith 10 μMSB431542 (SB43, TβRI inhibitor), then stimulated or not
for 0.5 hwith 0.3 nMTGFβ1. After thenuclear/cytoplasmic fractionation, Ski, SnoN/SnoN2, Smad4, and Smad2/3 protein levelswere analyzedby IP/WB. Some complexeswith Smad4were
assessed by Co-IP. β-tubulin and Lamin B were used as cell-fractionation controls. All data are representative of at least 3 independent experiments.

Fig. 5. Ski and SnoN proteins exhibit a higher turnover in normal hepatocytes. (A) HepG2 hepatoma, (B) AS30D hepatoma, and (C) C9 cells were stimulated or not with 20 μg/ml cyclo-
heximide (CHX, protein synthesis inhibitor) for the indicated times. (D) C9 cellswere treated or notwith 5 μg/ml actinomycinD (ActD) for the indicated times. (E) HepG2were pre-treated
or not with 20 μg/ml CHX, then stimulatedwith 0.3nM TGF-β1 for different times. (F) C9 cells were pre-treated or not with 20 μg/ml CHX for 0.5 or 1.5 h, and then stimulatedwith 0.3 nM
TGF-β1 for 2 h. In all cases (from A to F) Ski and SnoN/SnoN protein levels were analyzed by IP/WB, and total protein extracts were used to detect Smad2 or β-tubulin protein levels as a
loading control. All data are representative of at least 3 independent experiments.
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degradation and partially blocked Ski degradation (Fig. 6C), suggesting
that this regulatory mechanism may somehow depend on the TGF-β
signal. We concurrently observed that the proteasome inhibitor
MG132 blocked Ski and SnoN protein degradation induced by EGTA
(data not shown).

Unlike EGTA, CytD seems to use a Smad-independentmechanism to
regulate Ski and SnoN protein stability, since SB43 treatment did not in-
terfere or synergize with the CytD effect on the co-repressors stability
(Fig. 6D). Of note, CytD-mediated SnoN protein up-regulation was
only observed at the post-translational level since SnoN mRNA levels
remained unchanged (Supplementary Fig. S2).

The fact that cytoskeleton rearrangements differentially control
Ski and SnoN protein stability led us to further investigate the effect of
pharmacological modulators of the actin-cytoskeleton dynamics
such as latrunculin B (LatB, inhibitor of actin polymerization) and
jasplakinolide (Jasp, inducer of actin polymerization), and also the effect
of colchicine (Colch, inhibitor of microtubule polymerization). We ob-
served that cytoskeleton changes differentially regulated Ski and SnoN
protein stability, with no changes in Smad2 protein stability (Fig. 6E).
Intriguingly, both Jasp and colchicine treatments decreased Ski protein
levels; whereas, Jasp increased only SnoN protein levels and LatB in-
creased only Ski protein levels (Fig. 6E).

Next, we studied a model of non-adherent and adherent cells
(Fig. 6F), assessing Ski and SnoN protein levels in freshly isolated rat he-
patocytes (FH), maintained for a few hours in suspension, and in rat pri-
mary hepatocyte cultures (CH) grown on Petri dishes (adherent
cultures). Cells were treated or not with TGF-β for 0.5 h to assess Ski
and SnoN protein degradation. The results showed that Ski protein
wasmore abundant in non-adherent hepatocytes (FH) than in adherent
cells (CH), and also appearedmore resistant to TGF-β-induced degrada-
tion in the non-adherent cell context. Contrariwise, SnoN protein was
more abundant in adherent hepatocytes (CH) compared to cells in

suspension (FH) (Fig. 6F). These data demonstrate that physiological cy-
toskeleton rearrangements differentially control Ski and SnoN protein
stability in normal hepatocytes.

It was a surprise to observe that the EGTA effects on Ski and SnoN
protein down-regulation are very similar to those of CHX. In order to ex-
plain these results, we found several reports showing that calcium de-
pletion in hepatocytes clearly impairs protein synthesis [27,28].
Therefore, it is very likely that EGTA pre-treatment could be blocking
the Ski and SnoN protein turnover by inhibiting protein synthesis rather
than by any disruption of cell adhesion. Taken together, our data suggest
that the inhibition of protein turnover and the dynamics of actin-
cytoskeleton differentially regulate Ski and SnoN protein stability in
normal hepatocytes, through different and yet poorly understood
mechanisms.

3.7. Downregulation of both Ski and SnoN co-repressors affects the kinetic
of TGF-β/Smad-target gene expression

As Ski and SnoN are two important negative regulators of the TGF-β
signaling, we reasoned that the modulation of their stability by cell ad-
hesion or the cytoskeleton rearrangements in normal hepatocytes
might impact the TGF-β/Smad-dependent gene expression [26–33]. To
test this, we decided to down-regulate both co-repressors (with EGTA
pre-treatment) or to downregulate Ski and up-regulate SnoN (with
CytD or Jasp pre-treatments), and then evaluate the TGF-β-induced
gene transcription in C9 normal cells (Fig. 7). As predicted, when C9
cells were pre-treated with EGTA for 2 h, the TGF-β-induced gene ex-
pression pattern of smad7 and snoN/snoN2 switched from a transient
and quick up-regulation to a sustained gene expression that lasted up
to 3 h post-treatment (Fig. 7A and B). Interestingly, CHX treatment
showed a similar effect (Supplemental Fig. S3), suggesting that both
pre-treatments could affect TGF-β-dependent gene transcription

Fig. 6. Cell adhesion disruption and changes in the cytoskeleton assembly differentially regulate Ski and SnoN protein stability in normal hepatocytes. (A) HepG2, AS30D, or C9 cells were
pre-treated or notwith the calcium-chelating agent EGTA (1mM) for 2 h (left panels), orwere pre-treatedwith the inhibitor of actin dynamics cytochalasin D (CytD, 5 μM) for 3 h in order
to induce cytoskeleton rearrangements (right panels), and then treatedornotwith 0.3nMTGF-β1 for 0.5 h. Ski, SnoNandpSmad2proteins levelswere detectedby IP/WB. (B) C9 cellswere
pre-treated or notwith 1mMEGTA for 2 h, and then treated or notwith 0.3nM TGF-β1 for 0.5 h. Smad4 protein levelswere analyzed by IP/WB. The pSmad2/Smad4 complexwas assessed
by Co-IP/WB. (C) C9 cells were pre-incubated or not with 10 μM SB431542 for 40 min and then treated or not with 0.3nM TGF-β1 for 0.5 h or 1 mM EGTA for 2 h. (D) C9 cells were pre-
incubated or notwith 10 μMSB431542 for 40min and then treated or notwith 5 μMCytD for 3 h. (E) C9 cells were treated or notwith 1 μM latrunculinB (LatB), 1 μM jasplakinolide (Jasp),
or 15 μMcolchicine (Colch) for 4 h. (F) Normal rat hepatocytes, either in suspension (FH, freshly isolated hepatocytes) or adherent (CH, primary cultured hepatocytes), were treated or not
with 0.3nM TGF-β1 for 0.5 h. (From C to F) Ski, SnoN/SnoN2 or pSmad2 protein levels were assessed by IP/WB. Total Smad2 and β-tubulin were detected in whole cell lysates byWB. All
data are representative of 3 independent experiments.
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Fig. 7.Downregulation of both Ski and SnoN co-repressors affects the kinetic of TGF-β/Smad-target gene expression. (A, C, E) C9 cells were pre-treated or not with 1mMEGTA for 2 h (A),
with 5 μMCytD for 3 h (C), or with 1 μM jasplakinolide (Jasp) for 2 h (E), and then treated or not with 0.3nM TGF-β1 for the indicated times, and representative RT-PCRs are shown. (B, D,
F)Graphics showdensitometric analysis of smad7 and snoN/snoN2mRNA levels as fold change over basal (Control,white dots; EGTA, CytD or Jasp pre-treated, black dots) fromdata shown
in panels A, C and E, respectively. Data are represented as mean ± SD of at least 3 independent experiments.

Fig. 8. Ski and SnoN protein turnover is critical to regulate the kinetic of gene expression induced by TGF-β in hepatocytes. C9 cells were pre-treated for 2 h in the absence (control) or
presence of 1 mM EGTA or 1 μM Jasp, and then incubated for 0.5 and 2 h with 0.3 nM TGF-β. Afterwards, WB/IP (A) and ChIP (B) assays were carried out using specific anti-SnoN,
anti-Ski, anti-Smad4 or anti-Smad2/3 antibodies. For ChIP assays, PCRs were done with primers spanning the region −142 to −274 from the endogenous smad7 gene promoter
(132 bp). (C) Model depicting the mechanisms that control Ski and SnoN protein stability in normal hepatocytes. TGF-β induces Ski and SnoN protein degradation through activated
Smads and the ubiquitin-proteasome system (UPS). Intriguingly, the inhibition of protein turnover (calciumdepletion by EGTA or protein synthesis inhibition by CHX) leads to a sustained
expression of TGF-β-target genes by inducing the downregulation of Ski and SnoN proteins via proteasome, but independently of Smad phosphorylation. In contrast, actin-cytoskeleton
rearrangements (CytD or Jasp pre-treatments) differentially regulate Ski and SnoN stability, i.e. increasing SnoN and decreasing Ski protein levels, independently of Smad activation and
also without modifying the kinetic of expression of TGF-β-target genes.

1838 C. Caligaris et al. / Biochimica et Biophysica Acta 1850 (2015) 1832–1841



mainly by impairing Ski and SnoN protein turnover. By contrast, the
transient gene up-regulation of smad7 and snoN/snoN2 induced by
TGF-β was maintained in C9 cells pre-treated with CytD or Jasp, as
these pre-treatments reduced only Ski protein levels but simultaneous-
ly increased SnoN protein levels (Fig. 7C, D, E and F). These data suggest
that a highly regulated turnover of both Ski and SnoN proteins is critical
to control the kinetic of TGF-β/Smad-dependent gene transcription,
whereas any disruption of cell adhesion does not alter the tight regula-
tion of TGF-β-target gene expression because it exerts opposite effects
on Ski and SnoN protein stability.

3.8. SnoN and Ski protein turnover is critical to regulate the kinetic of gene
expression induced by TGF-β in hepatocytes

Ski and SnoN co-repressors participate in a negative feedback loop
that controls the duration of TGF-β-target gene expression; thus, we
evaluated whether the changes in Ski and SnoN protein levels induced
by EGTA pre-treatment or actin-cytoskeleton dynamics might impact
the Ski and SnoN binding to the smad7 gene promoter in response to
TGF-β. First, we performed an IP/WB experiment in which C9 cells
were pre-treated for 2 h with 1 mM EGTA or 1 μM Jasp, in order to
change the basal levels of Ski and SnoN proteins and then cells were
treated with 0.3 nM TGF-β for 0.5 or 2 h to evaluate any effect on the
TGF-β canonical pathway (Fig. 8A). Data showed that the EGTA pre-
treatment strongly decreased Ski and SnoN protein levels, interfering
even with the TGF-β-dependent SnoN up-regulation. By contrast, Jasp
pre-treatment decreased Ski and increased SnoN protein levels but
without affecting TGF-β-dependent SnoN up-regulation. In addition,
we detected that the Smad2 phosphorylation and p-Smad2/Smad4
complex formation upon TGF-β stimulus were not affected by EGTA or
Jasp pre-treatments (Fig. 8A). Under the exact same conditions, we
then analyzed the dynamic of binding of endogenous Ski, SnoN,
Smad2/3 and Smad4 to the smad7 gene promoter by ChIP assays
(Fig. 8B). As predicted, TGF-β-induced a transient decrease of Ski and
SnoN binding to the smad7 gene promoter in both control and Jasp
pre-treated C9 cells, concomitant with an increase of Smad2/3 binding
to the smad7 promoter (Fig. 8B, lanes 2 and 8). By contrast, the EGTA
pre-treatment that significantly reduces Ski and SnoN protein levels,
caused a poor binding of Ski and SnoN to the smad7 promoter (Fig. 8B,
lanes 4, 5, 6). Intriguingly, the binding of Smad2/3 to the smad7 promot-
er after TGF-β treatment for 2 hwasmaintained even in the presence of
EGTA or Jasp (Fig. 8B, lane 6 and 9). Fig. 8B (lane 6) also shows that the
poor binding of Ski and SnoN to smad7 promoter after 2 h of TGF-βmay
explainwhy TGF-β drives a sustained induction of its target genes in the
presence of EGTA (seen in Fig. 7A).

These data demonstrate that the kinetic of TGF-β/Smad-dependent
smad7 gene transcription is modified only after the down-regulation
of both Ski and SnoN co-repressors rather than if the stability of only
one of them is altered. Therefore, our data reveal that the inhibition of
protein turnover acts as a new regulatory mechanism that probably
impacts the expression of many other TGF-β-target genes.

4. Discussion

The TGF-β signaling pathway exerts potent anti-proliferative effects
that maintain hepatocytes in the G0 phase of cell cycle contributing to
liver homeostasis. This function is altered in many diseases such as can-
cer and fibrosis [2,3,6]. Development of hepatocarcinoma (HCC) is a
complex and multistep process involving diverse alterations of hepato-
cytes [34]. While several components of the TGF-β signaling pathway
can be lost or inactivated in various epithelial neoplasms, only a fraction
of liver tumors exhibit inactivating mutations [4,8,35]. Whereas several
mutations have been described in colorectal, pancreatic, ovarian, gastric
and head and neck carcinomas, they are rare in HCC: this indicates that
transformed hepatocytes may retain an intact TGF-β signaling machin-
ery, just as we demonstrated in this study (Figs. 3 and 4). Cancer cells

circumvent the tumor suppressor effects of TGF-β by different ways,
and one relevant mechanism involves the enhanced expression
of some pathway inhibitors such as the Smad transcriptional co-
repressors Ski and SnoN. Many studies have reported high levels of Ski
and SnoN proteins in various types of tumors, nevertheless, the role of
these transcriptional co-factors in tumorigenesis is complex and not
fully understood [13,14,36,37]. Furthermore, there is very limited infor-
mation concerning Ski and SnoN protein regulation in HCC. Herein, we
compared the regulation of Ski and SnoN protein stability in normal
and transformed hepatocytes, in order to elucidate why Ski and SnoN
exhibit variability on their protein levels depending on the liver context.
As TGF-β switches from a tumor-suppressor to a tumor-promoter cyto-
kineduringHCC development, it was plausible to expect that high levels
of Ski and SnoN could inhibit the anti-proliferative TGF-β actions, most
likely by competing with pSmad2 for the binding to Smad4, thereby
blocking TGF-β/Smad-induced gene transcription. However, we dem-
onstrate that TGF-β successfully induces Smad4-dependent and
-independent target genes in a sustained fashion in all hepatoma cells
analyzed, despite the high Ski and SnoN endogenous levels and the
strong Ski/SnoN/Smad4 nuclear interaction. Our results differ from
most previous studies showing that ectopically Ski and SnoN over-
expression interferes with Smad-dependent transcriptional responses,
although our data are consistent with one study performed in melano-
ma cells that analyzed endogenous proteins [38]; we propose that the
deficiency of Ski/SnoN co-repressor activity on TGF-β/Smad pathway
observed in hepatoma cells could be explained by missing components
required to allow their repressive function. The finding that TGF-β in-
duces a rather transitory gene transcription in normal hepatocytes
agrees with previous studies describing that the TGF-β-induced
down-regulation of Ski and SnoN is followed by the establishment of a
negative feedback loop given by the up-regulation of both co-
repressors, in order to control the duration of the TGF-β-target gene ex-
pression [15,17]. Our data support that this negative feedback loop is
present in normal hepatocytes but it seems to be missing in hepatoma
cells.

Based on our results,we suggest that normal hepatocytes possess di-
verse mechanisms to maintain a tight control of Ski and SnoN protein
levels, since for instance, Ski and SnoN basal levels rapidly recover
after the TGF-β induced degradation, despite a still active Smad signal.
By contrast, TGF-β leads to a strong down-regulation of both co-
repressors that lasts as long as the Smad signaling remains active (20
to 24 h post-treatment) in HepG2 hepatoma cells. Surprisingly, in the
AS30D hepatoma, both Ski and SnoN are resistant to TGF-β-induced
degradation, this could be explained by the absence of particular E3
ubiquitin ligases in these cancer cells. Thus, it is clear that Ski and
SnoN protein regulation differs between normal and transformed hepa-
tocytes, and even among different types of transformed cells; all these
features directly impact the magnitude, duration and outcome of the
TGF-β signaling in each hepatocyte context. We suggest that the differ-
ential Ski and SnoN regulationmay be attributable to differences in their
subcellular localization and/or protein half-life, among other mecha-
nisms [16,39,40]. Interestingly, we found differences in the subcellular
localization of Ski and SnoN, as these co-repressors exhibit a nuclear
and cytoplasmic distribution in normal hepatocytes, whereas they are
exclusively nuclear in hepatoma cells. However, our data show that cy-
toplasmic Ski and SnoN do not sequester the activated Smads (R-Smads
or Smad4) in normal cells; therefore, the function of endogenous
cytoplasmic Ski and SnoN proteins in hepatocytes remains elusive.

Surprisingly, we found that Ski and SnoN have a short half-life in
normal hepatocytes, whereas they are very stable proteins in hepatoma
cells. Unexpectedly, we found that Ski and SnoN proteins are differen-
tially sensitive to changes in the cytoskeleton dynamics only in normal
hepatocytes, i.e. the promotion of actin polymerization decreases Ski
levels whereas it enhances SnoN protein stability (Fig. 8C). We propose
that actin polymerization controls Ski and SnoN stability through a
Smad-independent mechanism, which involves a yet unknown adapter
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molecule that selectively leads to Ski degradation, meanwhile SnoN
protein is stabilized (Fig. 8D). This novel regulation is relevant since
Ski and SnoN are usually considered to behave similarly due to their
structural homology; however, under specific conditions the two co-
repressors may exert rather different functions, and hence, they could
regulate different sets of genes. In fact, it is also possible that Ski and
SnoNmight have TGF-β-independent functions and also target different
genes in normal cells, as well as they might function as transcriptional
co-activators for some nuclear receptors and transcriptional factors in-
volved in pathways other than TGF-β [18]. Furthermore, we provide ev-
idence that the dynamic modulation of Ski and SnoN co-repressors in
normal hepatocytes, deeply impacts the TGF-β transcriptional response.
The observation that Ski and SnoN are refractory to any cytoskeleton re-
arrangement in HCC cells, might partially account for the different TGF-
β transcriptional responses detected in hepatoma cells. In addition to
HCC, liver fibrosis may represent another pathological condition in
which the regulation of Ski and SnoN by cytoskeleton rearrangements
could be relevant, as it may promote pro-fibrotic TGF-β signals [41];
however, the evaluation of these potentially new functions of Ski and
SnoN requires further studies.

In conclusion, apart from the TGF-β stimulus, protein turnover, cell
adhesion and cytoskeleton rearrangements differentially affect Ski and
SnoN protein stability in normal hepatocytes, and this regulation is
lost in transformed hepatocytes. The convergence of TGF-β signaling
and the cytoskeleton dynamics on the regulation of Ski and SnoN co-
repressors stability may be relevant for the outcome of TGF-β response
(Fig. 8C), andmight in part explain the dual role of Ski and SnoN in can-
cer. Therefore, it becomes crucial to further characterize Ski and SnoN
protein regulation and identify their target genes in normal cells, since
many of their crucial regulatory mechanisms are lost in transformed
cells. Furthermore, our findings reveal that Ski and SnoN proteins may
be indirect off-targets of diverse cytoskeletal drugs, like those used to
treat different pathologies such as colchicine. Finally, we also demon-
strate that any inhibition of protein turnover affects basal Ski and
SnoN protein levels, and impacts the magnitude and duration of the
TGF-β-target gene expression in normal cells such as hepatocytes.
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