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Resumen

Papel de la proteina DLKZ1/Pref-1 en los
diferentes sistemas celulares

El ligando no canénico (no clasico) de la ruta de
sefializacion Notch, Delta like-1 (DLK1) se expresa
durante todo el desarrollo fetal y se limita a pocos
organos y/o tejidos en la edad adulta. Actualmente,
DLK1 es el ligando no clasico de Notch mejor
estudiado, e in vitro actla inhibiendo Notch, pero in
vivo, su accion es poco clara. Niveles de expresion
de DIkl determinan el curso de la diferenciacion y
la proliferacion celular, y en tejidos como la
glandula hipofisaria su expresion es necesaria para
el mantenimiento de la poblacion de ceélulas
somatotropas (GH) y la homeostasis de los
diferentes ejes adenohipofisarios. Alteraciones en la
ruta Delta-Notch han sido asociadas a diversos
procesos fisiopatoldgicos tales como;
Prolactinomas, carcinoma hepéatico, y cancer
gastrico, entre otras. Los estudios analizados en esta
revisiébn muestran tres aspectos a resaltar. Primero,
que los mecanismos de sefializacion y/o regulacion
Delta-Notch son cruciales en el control de la
proliferacion  celular 'y el mantenimiento
indiferenciado de células madre. Segundo, que la
impronta paterna de DIkl es clave para la
compresion de procesos patolégicos y tercero, que
existe la necesidad de realizar mas estudios in vivo
sobre la expresion de DIk1, los cuales arrojarian
mayor claridad en el papel de este gen.

Palabras clave: DLK1, ruta de sefializacién Delta-
Notch, ligando no candnico de Notch (no clasico).

Summary

Role of DLK1 / Pref-1 protein in different cell
systems

The non-canonical (non-classical) ligand of the
Notch signaling pathway, Delta like-1 (DLK1) is
expressed throughout fetal development, and is
limited to few organs or tissues in adulthood.
Presently, DLK1 is the best studied non-classical
ligand of Notch. In vitro, this gen acts inhibiting
Notch whereas, in vivo, its action is unclear. The

levels of DLK1 expression determine the course of
cell differentiation and proliferation. In some
tissues, such as the pituitary gland, DLK1
expression is required for the maintenance of the
somatotropic (GH) cells population, and also for the
homeostasis of the different adenohypophysial
axes.

Alterations in the Delta-Notch pathway have been
associated ~ with  several  pathophysiological
processes such as, prolactinomas, hepatic
carcinoma, and gastric cancer, among others. The
studies discussed in this review tackle three
important aspects of DLK1 regulation and function.
First, that the mechanisms of signaling and/or
regulation of Delta-Notch are crucial in the control
of cell proliferation, and undifferentiated
maintenance of stem cells. Secondly, that the
paternal imprint of DLK1 is key to the compression
of pathological processes and third, that there is a
need for further in vivo studies on the expression of
DLKZ1, in order to further clarify the role of this

gene.

Keywords: DLK1, Delta-Notch  signalling
pathway, non-canonical Notch ligand (non-
classical).

Introduccion

Delta like-1 (DLK1) también es conocido como
factor preadipocitico 1 (Pref-1) dada su accion
reguladora en la diferenciacién adipocitica [49], es
una proteina transmembrana que pertenece a la
familia Notch/serrate/delta [50,49]. DLK1 fue
aislado e identificado por primera vez en humanos
y raton, posteriormente se identificé en liquido
amnidtico humano del segundo trimestre de
gestacion y se le denoming antigeno fetal 1 (FAL)
[40]. Ademas se le ha llamado con otros nombres:
pG2 (aislado a partir de un clon de cDNA el cual se
encontraba sobre expresado en feocromocitomas
[62] y ZOG (factor especifico de la zona del
glomérulo de la glandula adrenal) el cual es
homologo a DIkl en ratas. Todos estos genes
codifican para la misma proteina, DLK1.
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Diversos estudios han informado que DIkl es un
gen con impronta paterna debido a una metilacion
diferencial de los alelos paterno y materno [85,
96,103]. Teniendo en cuenta el papel desempefiado
por los genes con impronta parental en el
crecimiento y desarrollo fetal [67,77,101], y que
DIkl estd altamente expresado en los tejidos
embrionarios, es probable que, ademés del control
de varios procesos de diferenciacion, DIk1 participe
en el control del crecimiento celular in vivo. Por
otro lado, la elevada expresion de DIk1 en células
endoteliales que recubren el vaso sanguineo fetal
del laberinto placentario [104] argumenta a favor de
un importante papel de DIkl en el control del
crecimiento fetal. De hecho, los ratones deficientes
en DIkl muestran en el nacimiento un retraso del
crecimiento [65].

Estructura de la proteina DLK1

DLK1 se sintetiza como una proteina de 385
aminoacidos [94], con una secuencia sefial en su
extremo N-terminal. Posee una regién intracelular
corta, un dominio transmembrana y un dominio
extracelular en el que se encuentran seis secuencias
repetitivas similares al factor de crecimiento
epidérmico (Epidermal Growth Factor, EGF) que
contiene 6 cisteinas conservadas para la formacién
de 3 enlaces disulfuro, asi como otros aminoacidos
caracteristicos de las proteinas que presentan estos
dominios de repeticion tipo EGF [49] (Figura. 1).
La secuencia extracelular de DLK1 es homdloga a
la secuencia encontrada en proteinas EGF, tales
como los receptores Notch y sus ligandos: Serrate,
Jagget y especialmente Delta. Con este ultimo,
DLK1 guarda mayor homologia, de ahi el nombre
de DLK1 (Delta-like 1) [49].

Esta proteina se procesa proteoliticamente en un
sitio préximo a la membrana y al extremo N-
terminal para generar las formas solubles, una
porcién mayor de 50 kDa y una mas pequefia de 25
kDa. Este procesamiento de la proteina tiene lugar
por medio de una proteasa de la familia ADAM, la
enzima convertidora de TNF-a (TACE, ADAM17)
[101]. Debido al empalme alternativo (alternative
splicing) que se da a nivel del transcrito primario de
ARNmM de DIK1 se produce una reorganizacion de
las secuencias repetitivas de tipo EGF, ubicdndose
méas proximas a la membrana celular [2,26]. Por
ello, es posible encontrar varias isoformas de la
proteina DLK1 [90].

En afos anteriores, se describié que DIkl se
encuentra en un grupo de genes regulados por la
impronta genomica paterna (“patern imprinted”)
[45,85,103]. La impronta parental supone que un
gen se expresa exclusivamente a partir de solo uno
de los alelos, del padre o de la madre. Esta
modificacion epigenética se origind en mamiferos
hace més de cien millones de afios, posiblemente
como resultado del conflicto interparental para
regular el crecimiento fetal dentro del (tero
materno [43]. En este sentido, los genes expresados
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a partir del alelo paterno tienden a estimular el
crecimiento fetal a expensas de los genes de la
madre (Los genes expresados por el alelo materno
tienden a frenar el efecto estimulador del
crecimiento). En el caso de DIk1, tal como lo
hemos mencionado, se expresa a partir del alelo
paterno y se encuentra localizado en la zona distal
del cromosoma 12 del ratén (12F1), y en el brazo
largo del cromosoma 14 en humanos (14932)
[60,9,10].
Se ha demostrado que la organizacién y la impronta
del dominio DIk1-Dio3 estan  altamente
conservadas en humanao, ratén y cordero [73,16,66].
Este dominio ademas es muy importante en la
generacion de células madre pluripotentes
inducidas, ya que la generacion de estas células
normalmente da lugar al silenciamiento epigenético
del cluster. Dicho dominio se encuentra activado en
células totalmente pluripotentes y reprimido en
células parcialmente pluripotentes. Asi, el grado de
activacion de esta region estd directamente
relacionado con el nivel de pluripotencia de las
células madre [93]. Por ello, la modulacion de la
impronta genémica en las células madre aporta un
nuevo nivel de regulacién epigenética para
establecer y mantener estas células.
En el raton, DIK1 se expresa en el decimoprimer dia
del periodo embrionario, aumentando su expresion
hasta el final de la gestacion [104]. A los 12,5 dias
del periodo embrionario los niveles de expresion de
DIkl son elevados en la glandula hipofisaria,
pancreas, pulmon, glandula adrenal, placenta y
tejidos derivados del mesodermo (musculo
esquelético y cartilago) [87,28,95,26]. Sin embargo,
en la edad adulta del ratén, DIkl se expresa en
pocos tejidos entre los cuales estan; la glandula
hipofisaria, glandula adrenal, testiculo, musculo

esquelético, neuronas monoaminérgicas en el
sistema nervioso central, prostata y ovarios
[87,15,34].

Comparativamente, embriones humanos, la
expresion de DIkl es similar a la encontrada en
ratén. Pero en la edad adulta, solo se ha reportado la
expresion de DIk1 en células B-pancreaticas, células
somatotropas y demas células productoras de
hormonas adenohipofisarias, medula dsea, glandula
adrenal y musculo esquelético [40,85,28,75].

La proteina DLK1 fue una de las primeras proteinas
descritas como ligando no canénico (ligando no
clasico) de la ruta de Notch, debido a la homologia
estructural que tiene con la familia de proteinas
Notch/Delta/Serrate. Sin embargo no contiene el
dominio DSL (Delta-Serrate-LAG2) que si
presentan los ligandos candnicos (clasicos) de
Notch en la regidn extracelular, y que es necesario
para que se dé el reconocimiento y la interaccion
entre el ligando y el receptor [97,33]. En su lugar
presenta un dominio DOS (Delta y OSM-11) en su
extremo N-terminal. Este dominio esta presente en
algunos ligandos candnicos de los receptores
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Notch, y en proteinas solubles y/o ancladas a la
membrana, que van a colaborar en la activacién de
la ruta de Notch con los ligandos que contienen el
dominio DSL [46,47].

Hasta la fecha, se sabe poco sobre los mecanismos
moleculares de accion de DLK1. Tanto la
estructura de DLK1 como el patron de expresion,
sugieren que podria funcionar de manera similar a
otros miembros de la familia de proteinas
homedticas de tipo EGF, desencadenando una sefial
especifica a través de la interaccién de sus
repeticiones de tipo EGF con dominios especificos
de otras proteinas. Sin embargo, DLK1 carece de
dominios especificos funcionales caracteristicos de
los receptores o ligandos pertenecientes a la familia
de EGF [7], lo que aumenta la dificultad de
esclarecer los mecanismos de accion de DLK1. Por
ejemplo, y segin Baladrén y cols, [7] es complejo
determinar si DLK1 actia como un receptor o
funciona como un ligando, basado en homologias
estructurales. Sin embargo, la falta de los dominios
funcionales DSL, abre la posibilidad de que DLK1
puede actuar como una molécula reguladora,
modulando la funcion de los ligandos de EGF o
receptores que, a su vez, regulan el crecimiento y la
diferenciacion celular. Hay un gran numero de
evidencias experimentales que demuestran que
DLK1 participa en estos procesos. Entre otras
funciones, DLK1 regula la adipogénesis y modula
la sefializacién activada por los receptores de
insulina/IGF-1 [87,88,31,81]. DLK1 no solo modula
a la IL7, necesaria para el crecimiento y
proliferacion de las células pre-B [8], sino que
afecta el desarrollo de los timocitos [42] e inhibe la
formacion de colonias progenitoras hemato-
poyéticas [72]. DLK1 también se ha implicado en
la cicatrizacion de heridas [83] y otros procesos de
crecimiento y diferenciacion [50].

Ademas, tenemos que mencionar que segun los
resultados obtenidos por Ohno y cols, [72] y
Baladdn y cols, [6], DLK1 interactGa con si misma,
lo que sugiere que la dimerizacion podria ser una
forma de regulacion de la funcién de DLK1. La
dimerizacion de DLK1 podria afectar también a la
interaccion de DLK1 con Notch o sus ligandos. Por
lo tanto, los niveles de expresion de DIkl pueden
influir en el grado de dimerizacion, y esto podria
ser un camino por el cual la interaccién entre DLK1
y Notchl podria, a su vez, ser modulada. En este
sentido, también es importante mencionar que
DLK1 es una proteina fuertemente glicosilada [48]
y que su capacidad de interactuar con si misma y
con Notch, puede ser también controlado de esta
manera.

Funcion de DLK1 en diversos sistemas celulares.
Desde su descubrimiento, la proteina DLK1, dada
su multiple expresion diferencia, ha sido asociada a
diversos  sistemas  celulares, incluida la
diferenciacion celular a partir de progenitores
mesenquimales derivados de médula osea [12]. La
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proteina DLK1 también es un marcador de células
madre y recientemente se ha demostrado la
implicacion de DLK1 en la neurogénesis [27]. La
forma soluble de la proteina secretada por los
astrocitos se une a la forma de DLK1 anclada en la
membrana de las células madre neuronales,
manteniendo asi la capacidad de autorenovacion de
las mismas [27]. También es un marcador de
células madre en el higado fetal humano [62], vy
ademds esta implicado en el proceso de
condrogénesis temprana a partir de células
progenitoras [35]. De tal modo, que la expresion del
gen DIkl y sus variantes pueden determinar el
curso de la diferenciacion celular [68].

DLK1, ligando no canénico de Notch en sistemas
de diferenciacion celular.

Hemos mencionados que DIkl se expresa en
muchos tejidos embrionarios con altos niveles de
expresion en placenta, higado, tejido adiposo,
musculo esquelético, pulmén, vértebras, adrenal y
glandula hipofisaria. En contraste, en el adulto la
expresion de DIkl estd restringida a tejidos
neuroendocrinos como la glandula hipofisaria,
adrenal, pancreas, neuronas monoaminérgicas del
sistema nervioso central, testiculo, préstata y
ovarios. En todos ellos se encuentran activadas las
rutas de sefializacion de Notch [51,30,32,96,34].

El hecho de que DIkl sea un gen con impronta
paterna, junto a su participacion en las rutas de
sefializacion de Notch, sugieren un importante
papel para DLK1 durante la maduracion y el
destino de diversos grupos celulares y/o tejidos.
Ademas, DLK1 mediante cascadas de sefializacion
Notch, ha sido asociado a diversos procesos
fisiopatolégicos  en nifios, tales  como
hepatoblastomas, neuroblastomas y nefroblastomas
[56,29,58] y en adultos a algunos tumores malignos
como el sindrome mielodisplasico, tumores
hipofisarios, carcinomas mamarios, carcinomas
colon y prostata. Todo lo anterior pone de
manifiesto el papel de DLKL1 en el destino celular,
incluido tejidos en edad adulta.

DLK1 en el desarrollo muscular.

La mutacion llamada Callipyge (CLPG) en ovinos
se caracteriza por una hipertrofia musculo
esquelética (aumento de las fibras de tipo 1B de la
miosina en los cuartos traseros de estos animales) y
estd asociada a una sobre-expresion de DIkl
postnatal. Este efecto también es observado en un
modelo transgénico de raton en donde son elevados
los niveles de expresion de DIkl [23]. Por otra
parte, en modelos carentes de DIkl se ha reportado
una reduccién en la masa musculo esquelética y
disminucién en el namero de miofibras [99]. Estos
hallazgos muestran que DIkl participa en la
regulacion del crecimiento de las fibras musculares
durante el desarrollo y que postnatalmente persiste
la expresion de DIkl en el musculo esquelético
contribuyendo directamente en la hipertrofia
muscular observada en ovinos CLPG.
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Figura 1. Dibujo esquematico de la proteina integral de membrana DLK1, en la que se representa la region
intracelular corta (A), un dominio transmembrana (B) y una regién extracelular con seis repeticiones en

tandem de tipo EGF (C)

DLK1 en el desarrollo del higado fetal.

DIk1, Notchl, Notch2 y Jaggedl son algunos de los
genes transcritos mas abundantes en higado
embrionario de ratébn y practicamente son
indetectables justo antes del nacimiento [57,95,94].
Las células DLK1 inmunoreactivas del higado fetal
muestran un alto potencial proliferativo y son
capaces de diferenciarse en hepatocitos y
colangiocitos en comparacién con las células DLK1
no inmunoreactivas. Lo cual implica que las células
del higado DLK1 inmunopositivas, adn son
hepatoblastos [95].

DLK1 en la reparacién tisular.

En la cepa de ratones Murphy Roth Large (MRL)
con lesiones infligidas en el tejido de la oreja, se ha
detectado expresion de DIkl en células
mesenquimales no diferenciadas adyacente a la
zona de reparacion, sugiriendo la implicacion de
DIkl en procesos de cierre de heridas.
Interesantemente, es en ésta cepa de ratones donde
mas se expresa DIk1 y los que mayor capacidad de
reparacion tisular presentan [79,29].

DLK1 en la adipogénesis.

DIk1/Pref-1 esta altamente expresado en
preadipocitos de murinos, y segin Smas y Sul, [87]

su expresion esta totalmente ausente en adipocitos
maduros. Sin  embargo actualmente existen
evidencias de una débil expresion de DIkl en tejido
adiposo diferenciado de ratén [76].
Adicionalmente, Marit y cols, [61] han demostrado
que DLK1 se expresa en tejido adiposo blanco
subcutaneo y visceral de humanos adultos. Sin
embargo, la linea celular 3T3L1 es frecuentemente
usada para el estudio de los mecanismos de
diferenciacion adipocitica después de la induccién
hormonal [8,20]. En el caso de la adipogénesis en
cultivos de lineas celulares, los incrementos en los
niveles de expresion de DIkl estdn relacionados
con una disminucién de los niveles de ARNm de
Notch, lo que resulta en una inhibicion de la
adipogénesis [80]. Este hallazgo, apoya la hip6tesis
de que DIkl actia como un regulador negativo en
la ruta de sefializacién Notch [80]. Este mismo
efecto inhibitorio de la adipogénesis también es
observado en ausencia de expresion de DIkl [87].
Niveles intermedios de expresion de DIkl, en
particular aquellos que favorecen la expresion de
las variantes de membrana frente a las variantes que
generan isoformas  secretadas facilitan la
diferenciacion adipocitica en respuesta a inductores
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de la diferenciacién como la insulina/IGF-1 [63].
Estos hallazgos indican que DIkl no es solo un
inhibidor de la adipogénesis, sino que su papel
“adipogénico” es dependiente del contexto
bioldgico. Datos recientes muestran que DIkl
puede actuar sobre la adipogénesis (sobre las
células adipociticas), modulando directa o
indirectamente la expresion de receptores de
hormonas  hipofisarias  implicadas en la
diferenciacion adipocitica, especificamente a través
del receptor de TSH, y a nivel hipofisario,
regulando al menos, la proliferacion de células GH
[76].

Otro efecto directo de DIkl en la adipogénesis,
detectado en  ratones  transgénicos  con
sobreexpresion de DIkl en adipocitos especificos,
esta sustentado en la observacion del decrecimiento
en el tamafio de todos los tejidos adiposos, incluido
el pardo [53].

Ahora bien, nimerosos datos indican que los
niveles de expresion de DIkl afectan en gran
medida la diferenciacion adipocitica de las células
3T3-L1 [31,63]. Sin embargo, este proceso requiere
de la expresion de Notchl durante la adipogénesis
de las células 3T3-L1 [30]. En consistencia con lo
anterior, Sciaudone y cols, [84] han promovido la
diferenciacion de adipocitos de células estromales
de médula 6sea murina, usando un promotor de
Notchl en presencia de cortisol. Adicionalmente,
los datos reportados por Baladrén y cols, [5]
concuerdan con un papel de DLK1 en la regulacion
de la adipogénesis mediante la modulacion de la
sefializacion de Notch. Ademas, con anterioridad
Garcés y cols, [31] demostraron que el péptido
DLK1 de forma plegada, pero no desplegada,
correspondiente a la quinta repeticion de DLK1
similar a EGF, fue capaz de inhibir la
diferenciacion adipocitica cuando se afiade al medio
de cultivo de células 3T3-L1, inducidas a someterse
a la adipogénesis. Por su parte, Baladron y cols, [5]
mostraron que los péptidos de forma plegada de
DLKZ1 similares a las secuencias 4, 5y 6 del EFG
inhiben la actividad de Notch.

Por otra parte, es importante recordar en este punto,
que las variantes secretadas (solubles) de DLK1
inhiben la diferenciacion adipocitica, mientras que
las variantes ancladas a la membrana no lo hacen,
de hecho, estas variantes ancladas parecen jugar un
efecto positivo en la diferenciacién [31,63]. Por lo
tanto, las variantes secretadas de DLK1 podrian ser
antagonistas de la sefializacién Notch, mientras que
las variantes de membrana pueden no tener un
efecto inhibitorio o incluso puede funcionar como
un agonista.

En resumen, todos los datos indican la existencia de
una nueva forma de regulacién de la actividad de
Notchl en los vertebrados a través de la interaccion
de Notchl con DLK1, una proteina que sélo esta
presente en animales superiores [49]. Diferentes
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trabajos sugieren que DLK1 se une a Notchl y
compite con la unién de sus ligandos, inhibiendo su
activacion, que a su vez regula HES-1 vy
posiblemente otros blancos activados por Notchl.
Estos resultados abren el campo a la nueva
investigacion sobre el papel de DLK1 en la
modulacion de la sefializacion de Notch en
diferentes sistemas, incluido, pero no por ello
limitados a la adipogénesis, la hematopoyesis, la
diferenciacion del sistema nervioso, y el cancer.

DLK1 en la diferenciacion celular y funcion
endocrina.

La proteina DLK1/FA1 puede ser un marcador de
subtipos celulares con potencial regenerativo
(células madre) y de células con una funcion
endocrina o neuroendocrina [28]. En tal sentido,
Ferron y cols, [27], mostraron que en ratones
deficientes para DIkl exhiben defectos en la
neurogénesis  postnatal dentro de la zona
subventricular. Por otro lado, y sustentando el papel
endocrino de DLK1 estd la observacion de una
correlacion inversa entre los niveles de DLK1 en
suero y la hormona de crecimiento (GH)
[59,104,70]. Asi cuando hay niveles elevados de
GH circulante, la cantidad de DLK1 soluble en
suero es baja. La hormona de crecimiento ejerce
muchos de sus efectos estimulando la produccion
de IGF-1, y la sobreexpresién de DIk1 disminuye la
sefializacion del factor de crecimiento de insulina 1
(IGF-1), lo que refleja la capacidad de DIkl para
disminuir GH [59,104,70].

DLK1 en células adenohipofisarias del raton
adulto.

En el periodo embrionario, embriogénesis, la
glandula hipofisaria experimenta la activacién de
una cascada de factores de transcripcion y vias de
sefializacion [11] que contribuyen a la aparicién de
los diferentes tipos celulares productores de
hormonas adenohipofisarias y neurohipofisarias, y
aunque el nimero de células de cada poblacion
aumenta después del nacimiento [13] puede variar
a lo largo de la vida en respuesta a las demandas
fisiologicas [54]. Estos cambios en el nimero de
células y su funcidn estan bajo el control de sefiales
hipotaldmicas y periféricas [54,55]. No obstante,
también se considera la participacién de factores
paracrinos 'y autocrinos [24]. Los factores
paracrinos estan implicados en la regulacién de la
diferenciacion de progenitores multipotentes o
células madre hipofisarias, descrito por Rizzoti y
cols, [78]. En este sentido, la via de Delta-Notch es
una via de sefializacion conservada evolutivamente
que controla una amplia gama de procesos en el
desarrollo embrionario incluido la determinacion
del destino celular, la diferenciacion terminal y la
proliferacion celular en diversos sistemas celulares,
asi como en la glandula hipofisaria [17,4,26].
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Figura 2. Inmunolocalizacion de DLK1 en la glandula hipofisaria de la rata durante el desarrollo
embrionario. (a) No se observan células DLK1 inmunopositivas en la bolsa de Rathke's (R) y el infundibulo
(1) del estadio E10.5. (b) La inmunotincién para DLK1 (rojo) se observa en (R) en la linea interna y externa
a lo largo del 111 ventriculo y el infundibulo en el E11.5. (c) DLK1 (rojo) fue observado de manera similar en
el E12.5. (d) DLK1 (rojo) también es observado en el E14.5 en la pars distalis (PD), pars intermedia (PI) y
pars nervosa (PN). (e) DLK1 (rojo) se observa en todas las partes de la hip6fisis en el E15.5. (f) En el E19.5,
DLK1 (rojo) se observa en PD y pars tuberalis (PT), pero no en Pl y PN. Los nlcleos se presentan tefiidos
con DAPI (azul). Escala de barra (a-e) 50um, en (f) 100 um. Tomado de Nakakura y cols, [71].
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Figura 3. ldentificacion de células adenohipofisarias productoras de hormonas que expresan DLK1
mediante doble marcaje. La primera columna muestra los tipos celulares productores de hormonas, la
segunda las células DLK1 positivas y la tercera las células doblemente marcadas (flechas). Las imagenes se
han ordenado en orden decreciente de colocalizacion, es decir, de mayor a menor porcentaje de tipos
celulares que presentan DLK1. Barra de escala: 10 um. Tomado de: Puertas-Avendafio R.A [76].
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Los receptores Notch y sus ligandos son proteinas
transmembrana que pertenecen a la familia de
proteinas del Factor de Crecimiento Epidérmico
(EGF). En mamiferos, se han descrito cuatro
receptores Notch (Notchl-4) y cinco ligandos
activadores candnicos o clasicos (Jaggedl, Jagged2,
DLL1, DLL3 y DLL4). Ademas de los ligandos
canonicos, los ligandos no candnicos o no clésicos
pueden unirse a receptores Notch, pero la funcion
precisa de estos ligandos sigue siendo poco clara
[69]. La proteina DLK1, es el ligando no canénico
de Notch mejor estudiado, se ha demostrado que
actia como un inhibidor de la sefializacion de
Notch in vitro [7,68]. Estudios del patrén de
expresion de DIk1, demuestran que los niveles de
ARN dependen del estadio del desarrollo
embrionario del raton, decreciendo gradualmente a
partir del E18.5 hasta la edad adulta [103,94]. Asi
mismo, en el desarrollo de la glandula hipofisaria
de la rata, sitian a DLKZ1 en todo el desarrollo de
esta glandula y su expresion permanece incluso en
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la edad adulta [71] (Figura 2), y es éste uno de los
pocos 6rganos que mantiene su expresion después
del nacimiento y la edad adulta [103, 67,19].
Durante el desarrollo de la glandula hipofisaria
entre las semanas E11 y E17 todos los tipos
celulares  productores de hormonas estan
completamente diferenciados [98,91], periodo en el
que hay niveles muy bajos de expresion hipofisaria
de DIk1, asi como del receptor Notch y sus ligandos
[105]. La observacion de la expresion de DLK1 en
el desarrollo hipofisario, sugiere que este ligando
no clésico, puede tener un papel primordial en la
regulacion y diferenciacion de los diferentes tipos
celulares adenohipofisarios mediante mecanismos
de sefializacion Notch [26,19]. Adicionalmente,
Larsen y cols, [51], Floridén y cols, [28], Hedlund
y cols, [36], Yevtodiyenko y Schmidt, [103], Ansell
y cols, [3], han demostrado que DLK1 regula la
transcripcion del ARNm de la hormona de
crecimiento (GH).

'.;:;.i-

Figura 4. Microfotografia electronica ilustrando la localizacion subcelular de DLK1 en el reticulo
endoplasmatico rugoso (RER; flechas blancas) adyacente al ndcleo (N) y dentro de las vesiculas de
secrecion (VS; flechas rojas). Barra de escala: 500 nm. Esta microfotografia forma parte del estudio de la

Tesis Doctoral de: Puertas-Avendafio R.A [76].
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Ahora bien, otros estudios también sefialan la
presencia de DLK1 en la glandula hipofisaria en la
edad adulta [51,2,103,3] reportando su expresion en
la region Golgi de células somatotropas vy
lactotropas. No obstante, Nakakura y cols, [71]
reportan la inmuno-expresion de DLK1 en la
glandula hipofisaria en el desarrollo y la edad
adulta de la rata, ubicando su presencia en todos
los tipos celulares productores de hormonas
adenohipofisarias, mayoritariamente en células
somatotropas y lactotropas. Del mismo modo,
Puertas-Avendafio y cols, [75], demuestran que
todos los tipos celulares adenohipofisarios del raton
adulto expresan la proteina DLKZ1, y usando ratones
deficientes (Knockout) para DIk1-/-, mostraron que
el nimero de células GH estuvo significativamente
disminuido respecto a los ratones control, lo que
pone de manifiesto el papel de DLK1 en el
mantenimiento de esta poblacion  celular.
Adicionalmente y en un estudio reciente, Puertas-
Avendafio [76] demostr6 que las células
productoras de hormonas adenohipofisarias que
mayoritariamente expresan DLK1 son las células
somatotropas (GH), seguido de lactototrapas (PRL),
tirotropas (TSH), gonadotropas (FSH/LH) vy
corticotropas (ACTH). Tabla 1 y (Figura 3). A este
respecto e interesantemente, Cheung y cols, [18]
demostraron que en los ratones Knockout para
DIk1, los ejes adenohipofisarios estaban alterados
en comparacion con los ratones control, sugiriendo
que la expresion de la proteina DLK1 en las células
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adenohipofisarias ejerce un papel modulador de
estas hormonas.

Por otra parte, Puertas-Avendafio y cols, [75],
informan por primera vez, la ubicacion subcelular
de DLK1 en el reticulo endoplasmatico rugoso
(RER) y dentro de las vesiculas de secrecion de las
células adenohipofisarias (Figura 4), lo que sugiere
la presencia de la forma soluble de la proteina. No
obstante, en un trabajo previo por Smas y col, [88]
plantearon que la forma soluble de DLK1 deriva de
la escision proteolitica de esta proteina asociada a la
membrana. Sin embargo, el hecho de que DLK1 se
encuentre dentro de las vesiculas de secrecion
indica que la escision también puede tener lugar en
el aparato Golgi, y que la forma soluble de DLK1
se libera desde las vesiculas de secrecidn junto con
la hormona GH o las otras hormonas
adenohipofisarias que la contienen y una vez
liberada, puede actuar de forma paracrina sobre las
células vecinas o de forma endocrina, liberdndose a
la sangre. En tal sentido, Ferron y cols, [27]
demostraron que durante la neurogénesis postnatal,
la isoforma de DLK1 secretada por nichos de
astrocitos es requerida por la isoforma de DLK1
anclada a la membrana de células madre neural, lo
que estimula su auto-renovacion. Ello permite
sugerir que, la forma soluble de DLK1 liberada
desde las vesiculas de secrecion podria actuar
autocrina o paracrinamente, uniéndose a la forma
anclada a la membrana, o bien, contribuir a los
niveles séricos de DLK1 en sangre [75].

Células productoras de hormonas
adenohipofisarias, CPHA-DLK1

% de células doblemente inmunopositivas

Células GH-DLK1 70.0%
Células PRL-DLK1 49.3%
Células TSH-DLK1 11.0%
Células FSH/LH-DLK1 7.6%
Células ACTH-DLK1 6.7%

Tabla 1. Distribucion porcentual de células productoras de hormonas adenohipofisarias (CPHA) que son

DLK1-inmunopositivas en el ratéon adulto.

Porcentaje de células

productoras de hormonas

adenohipofisarias que también son DLK1 inmunopositivas (CPHA-DLK1), en el I6bulo anterior de ratones
adultos silvestres. GH: células somatotropas; PRL: células lactotropas; TSH: células tirotropas; FSH/LH:
células gonadotropas; ACTH: células corticotropas. Tomado de: Puertas-Avendafio R.A [76
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DLK1 en la regulacién endocrina de la hipofisis y
el tejido adiposo.

Apoyando el papel de DLK1 como regulador
endocrino, tal como ya lo hemos mencionado
anteriormente, estd el hecho de que se expresa en
todos los tipos celulares productores de hormonas
adenohipofisarias, fundamentalmente en células
somatotropas y  lactotropas  [71,75,76,19].
Ejerciendo en estas células funciones relacionadas
con la diferenciacion celular en el desarrollo y la
secrecion de hormonas [71,75]. Ademas, de
expresarse en otras células endocrinas como las [3-
pancraticas en donde se le ha sugerido un papel en
la diferenciacion y crecimiento de estas células
[14]. Por otro lado, actualmente numerosos estudios
sitlan a DLK1 y sus variantes en el control de la
diferenciacion del mayor 6rgano endocrino descrito
hasta el momento, el tejido adiposo [49,87,8,65,76].

DIk1, factor epigenético. Epigenética. Concepto
Aunque la Epigenética sea normalmente
considerada como una disciplina muy moderna, fue
Aristoteles (384-322 a.C.) quien utilizé ya un
concepto de epigénesis: el desarrollo de la forma
orgénica del individuo a partir de materia amorfa.
La definicion que la RAE da de epigénesis es la de
teoria segun la cual los rasgos que caracterizan a un
ser vivo se modelan en el curso del desarrollo, sin
estar preformados en el germen. La definicion mas
usual es “el estudio de cambios heredables en la
funcidn génica que se producen sin un cambio en la
secuencia del ADN” [25].

Con mayor precision, Holliday [37] definio la
Epigenética como “los cambios en la funcion de los
genes que son heredables por mitosis y por meiosis,
que no entrafian una modificacion en la secuencia
del ADN y que pueden ser reversibles”. De acuerdo
con ello, las funciones de los genes pueden ser de
dos niveles: a) transmision del material genético de
generacion en generacion, lo que seria el campo de
la genética; b) ¢;como funcionan durante el
desarrollo de un organismo desde la fertilizacién
del 6vulo hasta el adulto?, lo que seria el campo de
la epigenética.

Ahora bien, el dominio DIk1-Dio3 contiene el gen
DIkl y como ya sabemos, este es un gen con
“impronta paterna” es decir, estd normalmente
implicado en el desarrollo embrionario, pero
ocasionalmente  también puede  funcionar
incorrectamente como oncogén y/o gen supresor de
tumores [19,38]. DIk1-Dio3 esta diferencialmente
expresado en varias patologia humanas y ha sido
implicado en la patogénesis de varias enfermedades
humanas, especialmente cancer [10]. En el cancer
de pulmén de pacientes fumadores, se ha informado
de una hipometilacion de este locus [66]. Y por otro
lado, en Lupus de Murino estd asociado con una
hipometilacion global del DNA de éste locus [22] y
en Lupus Humano, DIk1-Dio3 se expresa de
manera desregulada [90,10].
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DIk1, un gen con “impronta” que podria
contribuir en el carcinoma hepatocelular humano.
DLK1 se expresa fuertemente en el higado fetal de
ratén hasta la etapa E16.5, pero no se expresa en
higado adulto [41]. Lo que implica que DLK1 esta
involucrado en el desarrollo del higado. De igual
modo, DLK1 se expresa clara y fuertemente en la
regeneracion de higado de rata en un modelo de
hepatectomia [82]. Por su parte, Huang y cols, [38]
encontraron que DLK1 se  sobreexpresa
frecuentemente en muestras de carcinoma
hepatocelular humano (HCC), un cancer comdn en
todo el mundo, lo que implica que el HCC podria
proceder de hepatoblastos primitivos o incluso de
células madre hepaticas. Este grupo de
investigadores demostré que el papel oncogénico de
DIkl implica, una hipometilacion del promotor del
gen DIkl y/o una hipermetilacion de la regién
control de impronta (ICR).

DIkl controla la activacion de Notchl en el cancer
gastrico.

El cancer gastrico (CG) es aun el cuarto tipo de
cancer mas comun y la segunda causa principal de
muertes relacionadas con el cancer [39].

La sefializacion de Notch es una via clave en la
renovacion de las células madre, la determinacion
del destino celular y la diferenciaciéon durante el
desarrollo embrionario, posnatal y la homeostasis
de célula adulta [44]. Sin embargo, se sabe que
Notch puede funcionar como un oncogén en varios
tumores [64], Dentro de los ligandos de Notch,
DLK1, se ha demostrado que participa con
frecuencia en la asignacién del destino de linaje
celular [21]. Un desequilibrio de la homeostasis de
la auto-renovacién es un requisito esencial para la
tumorogénesis y la expresion desregulada de los
componentes de sefializacion Notch con frecuencia
ocurre en los tumores [64,86]. Por su parte, Piazzi y
cols, [74] demostraron que DIkl se regula por
cambios epigenéticos (hipermetilacion del promotor
de DIk1) en lineas celulares de GC y que la
expresion DIK1 activa la sefializacion de Notch 1.
Los resultados de este grupo proporcionan pruebas,
de que la activacién Notchl en GC es controlado
por el silenciamiento epigenético del ligando
DLK1, y que la inhibicion de Notchl se asocia con
el tipo difuso de cancer gastrico.

Conclusién

Desde su descubrimiento [49], DIkl ha sido
asociado a diversos procesos que van desde la
autorenovacion de células madre hasta la
diferenciacion de diversos tejidos (destino celular),
tanto en el desarrollo como en la edad adulta. La
proteina DLK1 es el ligando no clésico de los
receptores Notch, mejor estudiados hasta el
momento, y su implicacion en la adipogénesis es
uno de los procesos que mayor interés despierta en

50


http://www.majorensis.es/

Majorensis 2016; 12: 41-55, www.majorensis.es

la comunidad cientifica, y segin Smas y Sul [87]
solo se expresa en células preadipociticas de la
linea celular 3T3-L1 (estudios in vitro), estando
totalmente ausente en adipocitos maduros. No
obstante, recientemente se ha informado que DLK1,
también se expresa en adipocitos
maduros/diferenciados, in vivo, tanto en humanos
como raton [61,76]. Este hallazgo, pone de
manifiesto la necesidad de estudiar mejor la
proteina DLK1 y su expresion génica en modelos in
Vivo.
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