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1 Abreviaturas

ALK

BMP4
BORIS

BDNF
CTCF
CTCFL
DVL
EN1
EN2
ESCs
EP
FGFb
FGF8
FOXA2
FP
FPKM
FRZ
GBX2
GNDF
H3K3mel
H3K3me3
H3K9me3
H3K27ac
H3K27me3
H3K36me3
MEFs
hESCs
ICM

IGF
iPSC
KLF4

LIF
LMX1B
LRK
LRRK2
MAPK

Receptor herterodimérico con actividad de quinasa serina/treonina (por sus

iniciales inglés)

Proteina morfogénica de hueso 4 (por sus iniciales en inglés)
Hermano de regulacién para los sitios improntados (por sus iniciales en
inglés)

Factor derivado del cerebro
Factor de union a CCCTC (por sus iniciales en inglés)
Parecido al facotor de uniéon a CCCTC (por sus iniciales en inglés)
Disheveled

Engrailed Homeobox 1

Engrailed Homeobox 2

Células troncales embrionarias (por sus iniciales en inglés)
Enfermedad de Parkinson

Factor de crecimiento fibroblastico basico (por sus iniciales en inglés)
Factor de crecimiento fibroblastico 8 (por sus iniciales en inglés)
Forkhead Box A2

Placa de piso (por sus iniciales en inglés)

Fragmentos por kilo base millon.

Frizzled

Gastrulation Brain Homeobox 2

Factor neurotroéfico derivado de la glia

Monometilacion de la lisina tres de la histona tres

Trimetilacion de la lisina tres de la histona tres
Trimetilacion de la lisina nueve de la histona tres

Acetilacion de la lisina veintisiete de la histona tres

Trimetilacion de la lisina veintisiete de la histona tres

Trimetilacion de la lisina treinta y seis de la histona tres

Fibroblastos embrionarios de raton

Células troncales embrionarias humanas (por sus iniciales en inglés)
Masa celular interna (por sus iniciales en inglés)

Factor de crecimiento insulinico tipo 1 (por sus iniciales en inglés)
Célula troncal pluripotente inducida (por sus iniciales en inglés)
Factor parecido a krupel 4 (por sus iniciales en inglés)

Factor inhibidor de leucemia

LIM Homeobox Transcription Factor 1 Beta

Lipoproteina asociada a receptor

Cinasa rica en repeticiones de leucina

Proteina quinasa activada por mitdbgenos (por sus iniciales en inglés)
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mDA
MEFs
MSX1
MSX2
MYOD1
NGN2
NURR1
OTX2
PAX2
PAX5
PAX6
PBS
PFA
PITX3
PI3K
PRCN
SCs
SMADs
SNC
SHH
SSEA3
SSEA4
TE
TGF-
TH
TNAP
TUJ1
WNT
WNT1
WNT11
YY1

Neuronas dopaminérgicas mesencefélicas (por sus iniciales en inglés)
Fibroblastos embrionarios de raton

Msh Homeobox 1

Msh Homeobox 2

Diferenciacion miogénica 1 (por sus iniciales en inglés)
Neurogenina 2

Receptor nuclear 2 del grupo A de la subfamilia 4

Orthodenticle Homeobox 2

Paired Box 2

Paired Box 5

Paired Box 5

Amortiguador de fosfato (por sus iniciales en inglés)
Paraformaldehido

Paired Like Homeodomain 3
Fosfoinositol 3-quinasa

Porcupine

Células troncales (por sus iniciales en inglés)

Madres contra el homoélogo de decapentaplégico (por sus iniciales en inglés)
Suero normal de cabra

Sonic el erizo (del inglés)

Antigeno glicolipidico etapa especifico 3 (por sus iniciales en inglés)
Antigeno glicolipidico etapa especifico 4 (por sus iniciales en inglés)
Trofoectodermo

Factor de crecimiento transformante beta (por sus iniciales en inglés)
Tirosina hidroxilasa

Fosfatasa alcalina tejidoinespecifica (por sus iniciales en inglés)
B-Tubulina 1l

Proteina parecida a Wingless (por sus iniciales en inglés)

Proteina parecida a Wingless 1 (por sus iniciales en inglés)

Proteina parecida a Wingless 11 (por sus iniciales en inglés)

Yin Yang 1



2 Resumen

Las células troncales embrionarias son células pluripotenciales, indiferenciadas y que
se caracterizan por su autorrenovacion y potencial de diferenciacion hacia todo tipo celular
proveniente de las tres capas germinales embrionarias. Se han disefiado protocolos de
diferenciacion de neuronas dopaminérgicas mesencefalicas humanas partiendo de células
troncales embrionarias. Con las células ya diferenciadas se pueden estudiar aspectos
importantes del desarrollo de este subtipo neuronal tan importante, que ademas es el principal
tipo celular afectado en la enfermedad de Parkinson.

Las estructuras cromatinicas de alto orden experimentan remodelaciones asociadas a
procesos como la diferenciaciéon celular, las cuales repercuten en la expresién génica. Esta
reestructuracion estd mediada por un grupo de proteinas arquitectonicas, como la proteina
CTCF. Hay estudios que implican a CTCF en mecanismos de desarrollo y de diferenciacion en
distintos linajes celulares. Se ha reportado, mediante hibridacién in situ, un alto nivel de
expresion de CTCF en el sistema nervioso central del raton, durante los dias embrionarios en
los que ocurre la neurogénesis; ademas, estudios in vitro han reportado cambios en los niveles
de expresion y ocupacion de CTCF durante algunos estadios de la diferenciacion de ciertos
subtipos neuronales murinos. Sin embargo, no se ha evaluado si este proceso ocurre durante
la diferenciacion de células humanas, ni se han dirigido estudios hacia el linaje dopaminérgico.
Por lo que el objetivo de este trabajo es determinar si existe una dinamica de expresion y
niveles proteicos de CTCF durante la diferenciacion de células troncales embrionarias
humanas hacia neuronas dopaminérgicas mesencefalicas.

Durante el estudio se diferenciaron células troncales humanas hacia neuronas
dopaminérgicas y se determinaron mediante distintas técnicas los niveles de CTCF en tres
puntos de la diferenciacion: el dia 0, el dia 14 y el dia 28. Se observé una disminucion
significativa en los niveles CTCF a nivel de transcrito y a nivel de proteina en el dia 14 de
diferenciacion, cambio que no se observo en los otros dos tiempos evaluados. Estos resultados
sugieren que CTCF atraviesa un proceso de regulacién particular durante la diferenciacion
dopaminérgica, en el que se requiere disminuir su expresion durante el estadio de los
precursores neurales para el correcto establecimiento de la arquitectura nuclear neuronal y por

lo tanto del programa transcripcional de este subtipo celular.



3 Introduccién

3.1 Células Troncales:

Las células troncales (SCs; por sus siglas en inglés) son células indiferenciadas
caracterizadas por su capacidad de autorrenovacion a largo plazo y su habilidad para
diferenciarse hacia distintos tipos celulares (Cogle et al., 2003; Thomson et al., 1998; van Hoof
et al., 2012). Existe mas de un tipo de SCs, segun la variedad de tejidos a los que pueden dar
lugar. Los cigotos son clasificados como células totipotenciales, porque pueden dar origen a
cualquier tejido del embrién, pero también a los tejidos extraembrionarios de soporte. Antes de
la implantacion del embrion, las células del nuevo organismo, comienzan su especializacion y
se agrupan en distintas poblaciones, formando una capa celular externa (trofoblasto), la masa
celular interna (ICM; por sus siglas en ingles) y el endodermo primitivo (Cogle et al., 2003;
Rossant, 2007). Al cultivarse, cada una de estas poblaciones origina un linaje de SCs distinto.
Las SCs del trofoblasto y las del endodermo extraembrionario no pueden formar tejidos de
origen embrionario. De la ICM se derivan las células troncales embrionarias (ESCs), las cuales
son pluripotenciales, porque pueden dar lugar a las células de cualquier tejido de las tres capas
germinales embrionarias (endodermo, mesodermo y ectodermo), pero no a células del tejido
extraembrionario, como la placenta. Las ESCs pueden mantenerse pluripotentes
indefinidamente en condiciones especificas de cultivo celular (Fig. 1) (Thomson and Marshall,
1998; Rossant, 2007).

Hasta la fecha se han derivado una gran cantidad de lineas de SCs provenientes de
embriones en etapas de desarrollo temprano de distintas especies de mamiferos. La primera
se originé a partir de un blastocisto de ratén (Evans and Kaufman, 1981). Se comprobé la
capacidad de estas células para contribuir al el desarrollo de tejidos originados de las tres
capas germinales, tras ser inyectadas dentro de blastocistos en desarrollo (incluso a células
de la linea germinal), formando organismos quiméricos; la contribucién a todos los tejidos,
incluyendo los gametos, se ha consolidado como la maxima prueba de pluripotencia (Bradley
et al. 1984). Este logro fue seguido por la derivacién de SCs de otros roedores (Doetschman
et al.,, 1988; lannaccone et al. 1994) y primates no humanos como los macacos Rhesus

(Macaca mulatta) (Thomson et al., 1995).



Las primeras cinco lineas de células troncales embrionarias humanas (hESCs) (H1,
H13, H14, H7 y H9) fueron derivadas y descritas por Thomson et al., (1998). Cada una se
obtuvo a partir del cultivo de catorce células de la ICM de embriones humanos, cuyos cigotos
fueron producidos por medio de fertilizaciéon in vitro, y donados para investigacion bajo
consentimiento informado de los padres. Las lineas celulares presentaron cariotipos normales
(46XY las tres primeras; y 46 XX para las restantes) (Thomson et al., 1998). No ha sido posible,
por razones de ética, comprobar si estas lineas tienen la capacidad de contribuir a los tejidos
de las tres capas embrionarias después de ser inyectadas en un blastocisto (Amit & ltskovitz-
Eldor, 2002). Pero desde luego, se les ha sometido a otras pruebas de pluripotencia
importantes, como la formacion de teratomas con componentes celulares de las tres capas
germinales al ser inyectadas en ratones inmunosuprimidos y la expresion de proteinas
asociadas a la pluripotencia (Thomson et al., 1998).

Algunas de estas proteinas expresadas por las ESCs son factores reguladores muy
importantes para el mantenimiento de la pluripotencia, como POU5F1/OCT4, NANOG y SOX2
(Nichols et al., 1998; Niwa et al., 2000; Mitsui et al., 2003). También expresan marcadores
moleculares de superficie como los antigenos embrionarios glicolipidicos etapa especificos
(SSEA3 y SSEA 4), los antigenos de queratan sulfato (TRA-1-60, TrRA-1-81, GCTM2 y
GCT343), y los antigenos proteicos CD9, THY1 y HLA1. Enziméticamente, se caracterizan por
tener alta actividad de la fosfatasa alcalina tejido inespecifica (TNAP) y de la telomerasa,
proteina que impide el acortamiento de los telomeros dependiente de la division celular,
mediante la adicidbn de secuencias repetidas (TTAGGG) en el extremo terminal de estos,
confiriéndoles asi, la capacidad de continua autorrenovacion (Thomson et al. 1998; De Miguel
et al., 2010). La pérdida de estos atributos se asocia a la diferenciacién. Debido a que estas
lineas celulares no se formaron de la expansién clonal de una sola célula, existe la posibilidad

de que haya heterogeneidad en la eficiencia de diferenciacion.
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Blastocisto

Célula troncal embrionaria
(pluripotente)

Ectodermo Mesodermo Endodermo

Figura 1. En la parte superior se muestra la poblacion de la ICM del blastocisto y el trofectodermo (TE) en
su parte exterior. Las ESCs se obtienen al cultivar la ICM, la flecha verde indica su alta capacidad de
autorenovacion, es decir su habilidad de mantenerse indefinidamente en condiciones de cultivo celular. Son
pluripotenciales, tienen la capacidad de diferenciarse a cualquier tejido de las tres capas germinales
embrionarias: ectodermo, como células nerviosas; mesodermo, como el musculo esquelético, y endodermo

gue da lugar a los epitelios.
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3.2 Vias de mantenimiento de la pluripotencia:

Como se menciono anteriormente, la capacidad de las ESCs para mantener su estado
pluripotente, depende de factores transcripcionales especificos, vias de sefalizacion,
modificaciones postraduccionales de las histonas, RNAs regulatorios y modificadores de la
cromatina (Guenther, 2011). Algunos de estos mecanismos han sido ampliamente descritos,
mientras que otros no se han estudiado a profundidad.

Los factores transcripcionales juegan un papel muy importante en la determinacion del
estado celular, mediante su interaccion con modificadores de la cromatina o directamente con
la maquinaria transcripcional. Existen factores especificos que cumplen con funciones criticas
durante el desarrollo y su expresion es necesaria para mantener el caracter pluripotente y de
autorrenovacion de las SCs, como los ya mencionados factores centrales de la pluripotencia:
OCT4, SOX2 y NANOG (Guenther, 2011). No extrafia que estos factores hayan sido los
principales candidatos para reprogramar células somaticas terminalmente diferenciadas hacia
un estado de pluripotencia, dando origen a las SCs pluripotenciales inducidas (iPSC; por sus
siglas en inglés). Inesperadamente, NANOG resultd dispensable para este proceso; pues no
fue necesario en el coctel minimo necesario para conseguir la reprogramacion, pues
probablemente su expresion enddgena es inducida rapidamente por factores como OCT4
(Takahashi & Yamanaka, 2006).

Se han esclarecido algunos de los mecanismos por los cuales se piensa que la triada
de los factores de la pluripotencia actia sobre el genoma. Se determin6 que éstos comparten
muchos sitios de unién a lo largo del genoma de mamifero, y que ademas tienen la capacidad
de co-ocupar estos loci (Boyer et al., 2005). Algunos corresponden a elementos reguladores
de genes codificantes para proteinas vinculadas con el mantenimiento de la pluripotencia,
mientras que otros son sitios que corresponden a genes que deben ser silenciados, puesto
gue codifican para proteinas necesarias para el desarrollo, como son los controladores de la
especificacion a ectodermo, endodermo y mesodermo. También se determin6 que cada una
de estas proteinas interactia directamente con su propio gen y con el de las otras dos
proteinas de la triada, estableciendo asi un robusto sistema de auto-mantenimiento del

programa pluripotente (Boyer et al., 2005).
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También han sido descritos otros factores transcripcionales involucrados, como KLF4,
SALL4, ESRRB, entre otros. Y aun no se sabe con certeza como es que el mismo grupo de
factores transcripcionales que pueden activar transcripcionalmente un grupo determinado de
genes, pueden funcionar también en procesos de represion. Sin embargo, se ha sugerido que
pudiera deberse a una co-ocupacién con elementos modificadores de la cromatina que son
especificos para cada locus (Boyer et al., 2005).

Las cascadas de sefializacion también juegan un papel crucial en el mantenimiento de
la pluripotencia. Se sabe que las vias de LIF y BMP4 son esenciales para el mantenimiento de
la pluripotencia de las ESCs de raton; sin embargo, se ha visto que la actividad de estas vias
no tiene el mismo efecto en hESCs (Vallier, 2005). Se ha descrito que mas que una diferencia
entre especies, esto podria deberse al estado de diferenciacién en el que las células se
encuentran; donde las células murinas se encuentran en un estado naive, un estado mas
primitivo o temprano en el desarrollo, mientras que las humanas estan en estado primed o
“preparado” para la diferenciacién (Nichols and Smith, 2009; Hackett and Surani, 2014).

Se sabe que el Factor de crecimiento fibroblastico basico (bFGF) es necesario para
mantener la autorrenovacion de las hESC mediante la via de MAPK, la cual podria
desencadenar en la activacion de redes transcripcionales (Ohtsuka & Dalton, 2008). Asi
mismo, los agonistas de la via PI3K (IGF/insulina) también podrian estar promoviendo la
supervivencia y la autorrenovacion de las hESC. Ademas, se ha reportado que la via de MAPK
podria estar involucrada en la supresion de vias necesarias para el compromiso celular
(Ohtsuka & Dalton, 2008).

La via de WNT también es necesaria para el mantenimiento de la pluripotencia (Sato et
al., 2004). Las WNTs son glicoproteinas que son secretadas y posteriormente acetiladas por
la proteina Porcupine (PRCN). Tras este proceso, las WNTs pueden unirse al co-receptor
formado por la proteina de siete dominios trasmembranales Frizzled (FRZ) y la lipoproteina
asociada a receptor 5/6 (LRK por sus siglas en inglés), dando lugar a la activacién de la
proteina Disheveled (DVL), la cual evita la degradacién de (3-Catenina, proteina que se asocia
con factores transcripcionales y se transloca al nicleo para iniciar la trascripcion de los genes
blanco (Huelsken & Behrens, 2002; Sato et al., 2004) .

Se sabe que los ligandos TGF- 3, Activina y Nodal también son elementos necesarios
para el mantenimiento de la pluripotencia (Beattie et al., 2005; Xu et al., 2008); estos
pertenecen a la super familia TGF-f3. Su unién a los receptores heterodiméricos con actividad
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de cinasa de serina/treonina (ALKs, por sus siglas en inglés) produce la activacion por
fosforilacion de las proteinas SMADs. Los ligandos TGF- B, Nodal, y Activinas, activan a las
SMADs 2 y 3 por medio de los receptores ALK4, ALK5 y ALK7, mientras que las proteinas
morfogénicas de hueso (BMPs, por sus siglas en inglés), y los factores de crecimientos y
diferenciacion activan a las SMADs 1, 5y 8, por medio de los receptores ALK1, ALK2, ALK3y
ALK®G, haciendo que éstas formen complejos entre si, los cuales incluyen en comun a la SMAD
4. Estos complejos fosforilados se translocan hacia el nucleo celular, donde regulan la
transcripcion de sus genes blanco; los cuales incluyen genes como NANOG (Beattie et al.,
2005). La SMAD 6 es inhibitoria de la SMAD 1y 5, y la SMAD 7 es inhibitoria de las dos ramas;
actuan regulando el nivel de degradacién de los receptores (James et al., 2005; Gaarenstroom
and Hill, 2014).

3.3 Diferenciacion celular y desarrollo temprano

En los mamiferos, el compromiso celular se dispara durante la embriogénesis temprana.
Los mecanismos han sido ampliamente estudiados en modelos como el ratdn; se ha reportado
gue posterior a la implantacion del embrion, la ICM forma una capa de células llamada
epiblasto (Tam & Behringer, 1997). Al inicio de la gastrulacion, se forma la linea primitiva en la
parte del epiblasto que dara lugar a la regién posterior del embrion. En esta etapa, se generan
las tres capas germinales y se determina el plan corporal, a partir del cual se guiaran los
procesos morfogénicos del embrion (Tam and Behringer, 1997). Las células del epiblasto
migran a través de la linea primitiva, formando al mesodermo o al endodermo definitivo (en el
caso de las células que migran desde la parte mas posterior de la linea primitiva). La induccion
de los distintos linajes celulares es dependiente de las condiciones microambientales formadas
por la regionalizacion de la linea primitiva, asi de cémo la activacion e inhibicion coordinada de
diferentes vias de sefializacion (BMP4, WNT y Nodal), afecta a las células aledafias. Asi
mismo, el ectodermo se deriva la piel y los linajes celulares neurales; la formacién de éste en
el embridn temprano ocurre a partir de células del epiblasto que nunca atraviesan la linea
primitiva (Murry and Keller, 2008).

Los mecanismos involucrados en los procesos de diferenciacion son muy complejos y
aun no se han esclarecido del todo. Las sefales involucradas en el compromiso celular
requieren la interacciéon de muchos elementos intrinsecos y extrinsecos (Kim et al., 2016). Los

14



modelos in vitro de diferenciacién de ESCs han sido una valiosa herramienta para recapitular
el desarrollo embrionario temprano, y asi poder estudiar los momentos clave de la
determinacion hacia distintos linajes celulares en modelos con condiciones mas controladas
(Murry and Keller, 2008). Gracias a la manipulacion de distintas vias en estos modelos, se ha
podido estudiar la dinamica de los elementos responsables de dirigir el proceso: factores de
crecimiento, factores transcripcionales, cascadas de sefializacion, interacciones célula-célula

(Snykers et al., 2009) y cambios epigenéticos (Kraushaar and Zhao, 2013).

3.4 Desarrollo de las neuronas dopaminérgicas

En el desarrollo de los mamiferos, posterior a la especificacion de las tres capas
germinales embrionarias, se forma un cumulo de células llamado nodulo primitivo, que
posteriormente da lugar a una estructura cordonosa denominada notocorda. Esta estructura
longitudinal desempefia funciones de gran importancia, una de ellas es inducir el ectodermo
suprayacente para su conversion en tejido neural. Este proceso esta mediado por las sefiales
de nogina y cordina que van desde la notocorda hasta el ectodermo, las cuales bloquean la
actividad de las proteinas morfogénicas de hueso (BMP4), cuya ausencia hace que se
produzca por defecto la formacion del tejido neural (Carlson, 2014).

La induccién primaria desemboca en la neurulacién, proceso en el que ocurre la
trasformacion morfolégica del ectodermo embrionario hacia una estructura engrosada
denominada placa neural; la cual, posteriormente se estrecha y alarga, para después plegarse
lateralmente a lo largo del surco neural, y asi, con la fusion de las puntas mas apicales de los
pliegues, originar el cierre del tubo neural. Este proceso ocurre bidireccionalmente hacia las
partes craneal y caudal, respectivamente. Para que la formacién del sistema nervioso central
se complete, se requiere de su regionalizacion, de manera que el tubo neural sufre una serie
de segmentaciones (Carlson, 2014). El primer grupo de compartimentos que conformaran
posteriormente al encéfalo son: el prosencéfalo, el mesencéfalo y el rombencéfalo (Carlson,
2014).

El mesencéfalo de un organismo adulto alberga la mayor parte de las neuronas
dopaminérgicas del sistema nervioso central. Durante el desarrollo de esta region del tubo
neural, la region de la placa de piso secreta el morfégeno Sonic Hedgehog (SHH), una proteina
de sefalizacion que esta implicada con el desarrollo de distintas poblaciones de neuronas
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dopaminérgicas. El organizador istmico separa el mesencéfalo del rombencéfalo. Donde el
posicionamiento de esta barrera es muy importante para el desarrollo de ambas regiones.
Dicha frontera esta delimitada por la expresion de dos factores que se reprimen mutuamente:
OTX2, cuya expresion ocurre Unicamente en el prosencéfalo y el mesencéfalo, y GBX2, cuya
expresion esté restringida a la parte mas anterior del rombencéfalo. El organizador istmico
empieza a expresar otros factores como Pax2, LMX1B, WNT1y EN1. Estos factores participan
en inducir la expresion de FGF8, ademas de posicionarla en el organizador istmico.
Posteriormente, inicia la expresion de EN2 y PAX5 en esta misma frontera entre el
mesencéfalo y el rombencéfalo (Hegarty, 2013).

En la parte anterior del tubo neural, surge una estructura delimitada por la expresion de
FGF8, la cual es una barrera entre el mesencéfalo y el rombencéfalo. Algunas sefales
provenientes de esta region como la expresion de WNT1 y EN1/2 son necesarias para la
supervivencia y proliferacién de las células del mesencéfalo ventral, las cuales empiezan a
delimitarse como una poblacién compacta en la zona que posteriormente dara a la estructura
desarrollada. La sefalizacion de OTX2 también participa en la regulacién del tamafio del
mesencéfalo asi como en su identidad posicional, mientras que SHH, afecta selectivamente a
las células de esta region haciéndolas adquirir el compromiso celular hacia el linaje
dopaminérgico (Fig. 2) (Gale & Li, 2008).

SHH se encuentra expresado en la porcion mas ventral del mesencéfalo, donde se
originaran las neuronas dopaminérgicas del mesencéfalo (mDA); el resto del mesencéfalo se
encuentra delimitado por la expresion de otros factores, mientras que flanqueando esta zona
se encuentran los progenitores del nucleo rojo. Posteriormente, factores como LMX1A,
LMX1B, NGN2, MSX1/2 y FOXA2 se encargan de que estas células adquieran la
especificacion neural de mDA. Al diferenciarse, las van migrando desde la zona proliferativa
hacia zona ventra del mesencéfalo en donde empiezan a expresar NURR1 y PITXS.
Finalmente, las neuronas expresan Tirosina hidroxilasa (TH), enzima limitante en la produccién

de dopamina durante la sintesis serial de las catecolaminas (Fig. 2) (Gale & Li, 2008).
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Figura 2: A) Corte trasversal de un embrion en E7-E9 en donde se muestra la regionalizacion del sistema nervioso
central. Se sefiala con una flecha azul el organizador istmico, asi como los factores que son expresados desde
éste y la localizacion de algunas moléculas importantes para este proceso, como OTX2, GBX2, FGF8 y SHH. B)
Corte trasversal del tubo neural en donde se muestra con colores los patrones de expresion de los genes que
participan en la regionalizacién del mesencéfalo: OTX2, GBX2, FGF8 y SHH. C) Cortes trasversales del
mesencéfalo ventral en donde se muestra la maduracion y migracion de las neuronas dopaminérgicas. Las células
amarillas en las regiones gris y naranja representan células inmaduras. Las células rojas en la region rosa

representan neuronas dopaminérgicas maduras con expresion de TH y PITX3.
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3.5 Diferenciaciéon de ESCs humanas a neuronas dopaminérgicas

Es posible obtener precursores neurales con capacidad de diferenciarse hacia
neuronas, astrocitos y oligodendrocitos a partir de ESCs (Okabe et al., 1996). Se ha definido
usando cultivos de células troncales embrionarias que la induccién del neuroectodermo es la
via “por defecto”, pues ocurre en la ausencia de suero u otros inductores de la linea primitiva
y es inhibida por los mismos. Sin embargo, se ha demostrado que al igual que en el mesodermo
y endodermo es dependiente de vias de sefalizacion. En este caso producida por el FGF
secretado por las ESCs en diferenciacion (Ying et al., 2003).

Las sefiales enddgenas de Notch median la especificacion neural de las ESCs hacia
precursores neurales e impiden la posterior diferenciacién de estos, permitiendo su expansion
y supervivencia. Se piensa que esta via no actia en la induccidn primaria, sino en la
amplificacion, sincronizando el proceso y homogeneizando los niveles de expresion de Sox1
al interior de las poblaciones celulares, ademés de inhibir la diferenciacion hacia linajes no
neurales (Lowell et al., 2006). La manipulacion de esta via y otras, ademas del refinamiento de
las componentes en los medios de cultivo, han permitido perfeccionar la diferenciacion de tal
manera que ahora es posible obtener un subtipo neuronal preferentemente sobre los otros
(Murry & Keller, 2008).

Inicialmente, las estrategias existentes para conseguir la neuralizacion de las hESC,
consistian en la diferenciacién espontanea tras el cultivo secuencial en condiciones basales,
la adicion de &cido retinoico y el cocultivo con algunos tipos de células estromales (Hoffman
and Carpenter, 2005). Estos métodos se han podido perfeccionar gracias al conocimiento
actual de las vias de sefializacion implicadas en la determinacion del destino neural en el
embridon, como la via de SHH, que tiene un papel importante en el establecimiento del
neuroectodermo, y por lo tanto en la formacion de los derivados neurales (Maye et al., 2004).
Se ha observado que la via de WNT esta implicada en el mantenimiento y la expansion de los
progenitores neurales (Davidson et al., 2007). También se ha demostrado la importancia de la
familia de factores de crecimiento fibroblastico y la superfamilia TGF- 8 en el desarrollo
embrionario temprano de los vertebrados (Murry and Keller, 2008).

Como se mencion6é anteriormente, el estudio de las neuronas mDA resulta muy

importante por ser el principal tipo celular afectado en la Enfermedad de Parkinson (EP).
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Se han definido distintos protocolos de diferenciacion para producir neuronas mDA a
partir de ESCs, los cuales pueden ser buenos modelos para el estudio del desarrollo y la
diferenciacion de estas células. En 2011, se report6 la gran eficiencia de un protocolo que
contemplaba una doble inhibicion de la via de las SMADs para la derivacion de precursores de
la placa de piso (FP), asi como la posterior diferenciacion terminal de estos mediante la adicién
de moléculas pequenias; este protocolo ha recapitulado con éxito el desarrollo de las neuronas
mDA (Kriks et al., 2011). El protocolo tiene una duracién variable entre veintiocho y treinta dias,
o incluso mas, dependiendo del tiempo que se dejen madurar las neuronas. En este protocolo
se pueden destacar varios estadios del desarrollo: células troncales en el dia cero; precursores
neurales del dia once al catorce y neuronas dopaminérgicas en maduracién del dia veintiuno
en adelante (Kriks et al., 2011).

Las células obtenidas mediante este procedimiento presentan supervivencia a largo
plazo in vitro. Expresan genes de neuronas maduras y otros especificos de este subtipo
neuronal, como la enzima TH, FOXA2, LMX1A, NURR1, Sinapsina, y el transportador de
dopamina (DAT), entre otros. Ademas, mostraron tener una morfologia y el fenotipo
electrofisiolégico caracteristico de neuronas mDA. Estas neuronas han sido utilizadas con éxito
en trasplantes a modelos animales de la EP, mostrando una alta supervivencia de las mismas
tras el procedimiento, y una mejoria significativa en las pruebas conductuales a las que se
sometieron a los roedores que fueron trasplantados, con respecto a aquellos a los que sélo se

les indujo una lesién (Kriks et al., 2011).
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3.6 Cromatina y diferenciacién celular

La epigenética son todas aquellas modificaciones covalentes heredables por lo menos
mitéticamente y que no afectan la secuencia primaria de bases nitrogenadas del DNA pero
gue si repercuten en estado de la cromatina y por lo tanto la accesibilidad de la maquinaria
transcripcional a los genes (Gavin, 2017). Algunas de estas modificaciones son la metilacion
en el carbono cinco de las citosinas del DNA y las modificaciones postraduccionales de las
histonas (Misteli, 2007; Sams et al., 2016). También hay evidencia de que la conformacion
tridimensional del nucleo interfasico y el acomodo que esto permite, influye en la manera en la
cual las secuencias reguladoras dentro del genoma interactlan fisicamente con sus blancos
mediante bucles de cromatina (Holwerda, 2012).

Se ha demostrado que la metilaciéon del DNA, las modificaciones postraduccionales de
las histonas y la estructura tridimensional del genoma son procesos dinamicos durante la
diferenciacion celular y el desarrollo de los organismos. Se sugiere que de esta manera se
propicia la reestructuracién del paisaje epigenético y de las interacciones de secuencias
reguladoras distales, como los enhancer, lo que repercute directamente en la actividad
transcripcional (Kazakevych, 2017; Siersbeek et al., 2017; Wu et al., 2017). Las remodelacion
de las estructuras cromatinicas como los compartimentos, los dominios topolégicamente
asociados y las asas de cromatina, asociada a procesos como la diferenciacién celular, son
mediadas por un grupo de proteinas conocidas como proteinas arquitectonicas de la

cromatina, como YY1, Coehsina y la proteina multifuncional CTCF (Kang et al., 2015).

3.7 La proteina arquitecténica de la cromatina CTCF

Factor de union a CCCTC o CTCF es una proteina formada por una sola cadena
polipeptidica de 727 aminoacidos, altamente conservada desde Drosophila melanogaster
hasta Homo sapiens y cuya expresion se ha reportado ampliamente distribuida en tejidos de
mamiferos. Su estructura secundaria esta dividida en tres regiones: la regiébn amino-terminal,
la carboxilo-terminal y una region intermedia, la cual es un dominio de union a DNA formado
por once dedos de zinc (Fig. 3) (Phillips and Corces, 2009). Estos once dedos de zinc permiten
unirse a una amplia gama de secuencias blanco dentro en el genoma humano dado que
diferentes dedos pueden reconocer distintas secuencias (Kim et al., 2007).
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carboxilo-terminal
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Figura 3. Esquema de CTCF compuesta por 727 residuos de aminoacidos. Se hace distincién en sus tres
dominios: El extremo amino-terminal del lado izquierdo, el extremo carboxilo- terminal del lado derecho, y su
dominio de union a DNA formado por once dedos de zinc en el centro. La secuencia de aminoacidos de CTCF
esta altamente conservada desde Drosophila melanogaster (mosca de la fruta) hasta los mamiferos como Mus

musculus (ratén) y Homo sapiens (humano).
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CTCF tiene un papel importante, pues se le ha atribuido la capacidad de mediar
interacciones cromosomicas a larga distancia entre secuencias reguladoras, asi como formar
asas de cromatina, formando dominios represivos y de activacion, lo que la hace participe de
muchos procesos como transcripcion, replicacion, silenciamiento, recombinacion y splicing
(Phillips & Corces, 2009; Ong & Corces, 2014).

CTCF también interactia con multiples cofactores proteicos, los cuales pueden ser:
factores transcripcionales, proteinas de la cromatina u otras proteinas multifuncionales. Se ha
propuesto que estas interacciones son el mecanismo por el cual CTCF es capaz de participar
en procesos biologicos los cuales, en ocasiones, parecen no tener relacion entre si. Aln no se
conoce como se determina el cofactor con el que CTCF interactla en cada situacion, pero se
ha propuesto que esto también podria estar mediado por combinatorias diferenciales de sus
once dedos de zinc (Zlatanova and Caiafa, 2009). Los niveles de expresion de CTCF son
variables entre distintos tejidos, indicando su importancia en el mantenimiento fenotipico de
los tipos celulares (Phillips & Corces, 2009). Se le ha visto implicado en muchos procesos
como la inactivacién del cromosoma X (Donohoe et al., 2007), la retencién de histonas para la
herencia de informacion posicional durante el recambio de éstas por protaminas durante la
espermatogénesis (Hernandez-Hernandez, 2016; Rivero-Hinojosa, 2016) y la impronta
gendmica (Pant et al., 2003).

CTCF tiene un paralogo, un gen llamado CTCFL, el cual codifica para la proteina BORIS
del inglés hermano del regulador de de sitios improntados (Brother of the regulator of imprinted
sites) (Loukinov et al., 2002). Esta proteina fue encontrada y caracterizada a partir de extractos
proteicos de testiculo en los que se identificaron proteinas unidas a motivos de unién en el
DNA reportados para CTCF. BORIS tiene un motivo de union a DNA formado por once dedos
de zinc invariante con respecto al de CTCF (Loukinov et al., 2002). Sin embargo, sus dominios
amino-terminal y caboxilo-terminal no son iguales. La expresion de CTCFL solo se ha visto en
testiculo; concretamente en espermatocitos, Unico tejido humano conocido que no expresa
CTCF (Loukinov et al., 2002). Por esta razén se ha establecido que los patrones de expresion
entre estos dos genes son mutuamente excluyentes. La expresion aberrante de CTCFL en
tejidos sométicos se ha visto reportada en distintos tipos de cancer, por lo que se le ha atribuido

un papel importante en la progresion de estas enfermedades (He et al., 2017).
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3.8 CTCF v la reorganizacion nuclear durante la diferenciacién

Distintos estudios han implicado a CTCF en mecanismos de diferenciacion de linajes
celulares. Se han reportado aumento y disminucién en los niveles de expresion de CTCF
durante el desarrollo, que parecen ser dependientes de la via de diferenciacion especifica de
cada linaje celular (Delgado-Olguin et al., 2011; Tsui, 2016; Beagan et al., 2017); este hecho
evidencia un alto nivel de regulacion durante estos procesos, apuntando a la posible relevancia
de CTCF para los mismos. El papel de CTCF en la diferenciacién celular es un campo vasto
gue no se ha explorado del todo (Delgado-Olguin et al., 2011). Se sabe que las interacciones
proteicas mediante las cuales contribuye en la diferenciacién de cada tejido, son particulares
para cada uno de éstos, estos procesos han sido abordados independientemente, tomando
en consideracion vias de regulacion tejido-especificas en la diferenciacion de cada tipo celular
(Phillips & Corces, 2009; Ong & Corces, 2014;).

Existe evidencia de la importancia de la remodelacion tridimensional del ndcleo mediada
por cambios en la ocupaciéon de CTCF a lo largo del genoma, con el fin de activar programas
transcripcionales linaje-especificos (Mikkelsen et al., 2010). Por ejemplo, se ha reportado que,
durante la diferenciacion miogénica, CTCF promueve el reclutamiento de factores
transcripcionales indispensables para este proceso, como MyoD, hacia secuencias
reguladoras musculo-especificas. Y que de esta manera se promueve la expresiéon de Wntll
(Delgado-Olguin et al., 2011). La familia de Wnt comprende un grupo de proteinas
ampliamente involucradas en aspectos del desarrollo, en el que se ha determinado su papel
como moduladores de este proceso (Moon, 1993), incluso en el sistema nervioso central
(McMahon et al., 1997).

Se ha demostrado que CTCF tiene un posicionamiento dinamico durante la
adipogénesis. Los analisis revelan cambios en una fraccion considerable de los sitios de
enriquecimiento de CTCF durante la diferenciacion de los adipocitos; esta ganancia y perdida
de ocupacion brinda una configuracion nuclear de gran importancia para la regulacion génica
en cada uno de los estadios del proceso. Ademas, se determind que esta proteina
arquitecténica podria estar posicionandose cerca de regiones reguladoras como enhancer y
reclutando modificadores de la estructura cromatinica para la activacion funcional de estos

elementos (Dubois-Chevalier et al., 2014).
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También se ha demostrado que CTCF participa en la diferenciacion y el desarrollo de
células germinales masculinas. Se comprobd que la delecion de CTCF en espermatocitos de
ratbn genera infertilidad, posiblemente causada por anormalidades morfologicas en los
espermatozoides y la disrupcion de la retencion de histonas durante el recambio de éstas por
protaminas. Los resultados se asociaron a la desregulacién de una gran cantidad de genes
importantes para la espermatogénesis, aun cuando la mayoria de los promotores o enhancers
conocidos para estos genes, no tengan sitios reportados de union a CTCF. Probablemente los
cambios en la expresién se puedan explicar por una desorganizacion global de la cromatina
debida a la perdida de CTCF (Hernandez-Hernandez, 2016).

3.9 CTCEF v el desarrollo del Sistema Nervioso Central

Estudios de hibridacién in situ en embriones de ratén revelaron que CTCF se encuentra
mayormente expresado en extremidades y cerebro durante los dias embrionarios (E) 10-12, y
gue dicha expresion predomina en cerebro hacia el E13 (Delgado-Olguin et al., 2011).
Notablemente se presenta en la misma ventana temporal en la que se lleva a cabo la
neurogénesis murina, cuya cuspide es en el dia embrionario 14 (Sauvageot, 2002; Wurst and
Prakash, 2014). Por otro lado, las mutaciones de CTCF en humano se han relacionado con
retraso mental y microcefalia (Gregor et al., 2013). Los analisis de secuenciacion
transcriptomica en los pacientes arrojaron datos sobre genes asociados al ribosoma y a la
trascripcion en un estado de sobreexpresion, mientras que genes asociados a neuronasy a la
respuesta a estimulos, presentan una expresion disminuida. Entre los genes con expresion
disminuida se encuentra PARKS8, que codifica para la cinasa rica en repeticiones de leucina
(LRRK2) (Gregor et al., 2013). Dichas las mutaciones son la principal causa conocida de la EP
familiar (Berwick & Harvey, 2013).

Se ha reportado que el posicionamiento de CTCF en el genoma es capaz de regular la
expresion de genes durante la diferenciacion de tejidos. Un ejemplo conocido es Pax6, un
factor transcripcional clave para el desarrollo del ojo y otras regiones del sistema nervioso
central, que es regulado negativamente por CTCF (Li et al., 2004). En algunos casos, se ha
reportado que CTCF y PAX6 tienen patrones de expresion mutuamente excluyentes, dando
por consecuencia dinamicas de expresion a CTCF (Wu et al., 2006; Canto-Soler et al., 2008;
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Tsui et al., 2016), mientras que se ha reportado que en la diferenciacion in vitro de células
troncales a glia radial, esta proteina arquitectdénica de la cromatina permanece invariante, aun
cuando su posicionamiento en secuencias genodmicas si varia, produciendo asi cambios en la
expresion de Pax6 (Gao et al., 2011).

En modelos murinos de diferenciaciéon para otras regiones del cerebro como la corteza,
el cerebelo y el bulbo olfatorio, se ha comprobado que CTCF disminuye su expresion y su
ocupacioén a lo largo del genoma en el estadio de precursor neural con respecto al estadio de
células troncales y neuronas terminalmente diferenciadas (Beagan et al., 2017).

También se sabe que CTCF juega un papel clave en la regulacion del equilibrio entre
proliferacion y diferenciacion de los precursores neurales telencefélicos. Ademas de estar
relacionado con la sobrevivencia de estos. La ablacion condicional de CTCF in vivo, se asocia
a muerte celular mediada por PUMA y a una pérdida del reservorio de los progenitores neurales
durante el desarrollo embrionario murino. Esto genera una desorganizacion del tejido, asi como
una disminucién en su tamafio (Watson et al., 2014); también se ha descrito que la delecion
condicionada de CTCF en la corteza cerebral y del hipocampo durante el dessrrollo de ratones
conlleva serias anormalidades durante el proceso. Estas alteraciones incuyen deficienciencia
en la formacion de las sinapsis, disrupcion en la expresion de las protocadherinas y la
formacion estocésitca de sus isoformas , decremento en la arborizacion dendritica, asi como
un establecimiento inadecuado de los mapas somatosensoriales (Hirayama et al., 2012). Estos
resultados en conjunto, resaltando aun mas el papel de esta proteina en el desarrollo del

sistema nervioso central.
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4 Planteamiento del problema

La proteina CTCF juega un papel importante en los procesos de diferenciacién celular y
desarrollo de distintos linajes celulares, incluidos procesos asociados al sistema nervioso
central, donde se ha observado que CTCF tiene distintas dinAmicas de expresion durante la
diferenciacion neural. Sin embargo, ninguno de los estudios de CTCF en diferenciacién celular
ha sido realizado en células humanas como modelo, ni tampoco hay estudios que describan
el patron de expresion de CTCF durante la diferenciacion del linaje de las neuronas
dopaminérgicas mesencefalicas, un subtipo neuronal de gran importancia por tratarse del
principal tipo celular afectado en la EP. El establecer la dinAmica de expresion y los niveles
proteicos de CTCF en un modelo de diferenciacion in vitro, podria arrojar datos sobre el papel

de esta proteina en distintos estadios de este proceso diferenciativo.

4.1 Prequnta de investigacion

¢,Cual es la dinAmica de CTCF durante la diferenciacion de células troncales embrionarias

humanas hacia neuronas dopaminérgicas mesencefalicas?

4.2 Hipétesis

CTCF presentara distintos niveles de expresion durante el proceso de la diferenciacion de

células pluripotenciales humanas hacia neuronas dopaminérgicas.

4.3 Objetivo general

Determinar los niveles proteicos y transcripcionales de CTCF a lo largo de la diferenciacion de

la linea celular troncal humana H9 GFP, hacia neuronas dopaminérgicas.
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4.4 Objetivos particulares

Comprobar el estado pluripotencial de la linea celular troncal humana HOGFP.

Diferenciar células de la linea celular troncal humana H9GFP hacia neuronas

dopaminérgicas mesencefalicas y analizar la eficiencia de la diferenciacion.

Evaluar los niveles transcripcionales de CTCF durante el proceso de diferenciacion
dopaminérgica en los dias 0, 14 y 28.

Evaluar los niveles proteicos de CTCF durante el proceso de diferenciaciéon

dopaminérgica en los dias 0, 14 y 28.

4.5 Estrategia experimental

Caracterizar el estado pluripotencial de la linea celular troncal humana HOGFP mediante
inmunofluorescencias para detectar marcadores de este estadio (OCT4, SOX2,
NANOG y SSEA4).

Diferenciar las células troncales embrionarias humanas H9GFP, mediante un protocolo
previamente reportado, hacia neuronas dopaminérgicas mesencefalicas y evaluar la
eficiencia de la diferenciacion por medio de inmunofluorescencia para detectar 3-
Tubulina 11l (TUJ1) y Tirosina Hidroxilasa (TH).

Determinar los niveles transcripcionales de CTCF durante el proceso de diferenciacion
en los dias 0, 14, y 28, mediante secuenciacion de RNA.
Medir la abundancia de la proteina CTCF durante el proceso de diferenciacion en los

dias 0, 14, y 28, mediante inmunofluorescencia y Western Blot.
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5 Material y Métodos

5.1 Cultivo celular

Se utilizé la linea de células troncales embrionarias de humano H9GFP, la cual expresa
constitutivamente la proteina verde fluorescente (GFP). Para la diferenciacion dopaminérgica,
estas células se mantienen hasta el 75% de confluencia sobre una matriz de Matrigel (BD ®)
con Medio Knock Out (Gibco ®) suplementado (Tabla 1) y condicionado previamente con
fibroblastos de ratbn o de humano, inactivados mitéticamente (MEFs o HEFs,
respectivamente).

Para la diferenciacion dopaminérgica se utilizé el protocolo reportado por Kriks et al. en 2011,
el cual consiste en la utilizacion de moléculas pequefas a distintos dias (Fig. 3).

Tabla 1. Composicion de los principales medios de cultivo utilizados

Medio Knock Out suplementado (KSR) Medio de maduracion neuronal
e Medio Knock Out (Gibco ®) 80% e Medio Neurobasal (Gibco ®) 98%
e Remplazo de suero Knock Out (Gibco ®) 20% e Suplemento B27 (Gibco ®) 2%
¢ Aminoacidos no esenciales (Gibco ®) 1% e BDNF 20 ng/mi
e L-glutamina 2 mM (Gibco ®) e Acido ascérbico 200 pM
e 2-mercaptoetanol (Sigma ®) 0.1 mM e GDNF 20 ng/ml
e FGF2 (Gibco ®) 10 ng/ml e db-cAMP 500 pum

e DAPT 200 nM
e TGF-B3 1 ng/ml

Human pluripotent cells on Matrigel in KSR medium Neurobasal + B27
> >
N2 N2 N2
25% S0% 75%
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 20 30
L | 1 1 ] | ] [ | 1 [ ] [ 1 1 | ] >
| 1 | 1 1 | 1 | | | 1 1 1 | 1 1
o — L -
LDN 100 nM
CHIR22021 3 uM
GDNF 20 ng/mi
el Saowma

TGFR3 1ng/ml

Figura 3. Protocolo de diferenciacion utilizado para obtener neuronas dopaminérgicas a partir de células

troncales.
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5.2 Inmunofluorescencia

Para realizar la técnica en las células troncales, se colocaron cubreobjetos de vidrio
sobre una placa de veinticuatro pozos y posteriormente se trataron con gelatina porcina al
0.5% durante veinte minutos. Se sembraron ciento cincuenta mil fibroblastos (MEFs o HEFs)
en cada pozo y se dejaron por un dia en medio DMEM (Gibco ®) suplementado con suero fetal
bovino al 10%. Posteriormente se sembraron trescientas mil células HOGFP por pozo sobre la
capa de células alimentadoras y se mantuvieron 2-3 dias con medio Knock Out DMEM (Gibco
®) suplementado (KSR). Posteriormente se les retir6 el medio y se lavaron dos veces PBS
para después ser fijadas por veinte minutos con PFA 4% a 4°C. Finalmente se repitio el lavado
con PBS.

Los precursores neurales fueron resembrados al dia 13 y al dia 21 del proceso de
diferenciacion sobre cubreobjetos de vidrio en una placa de 24 pozos tratados previamente
con Poli L-Ornitina durante un minimo de 8horas y posteriormente tratados con Fibronectina 1
ug/mL y Laminina 5 ug/mL por 24 horas; las células del grupo resembrado en el dia 13 se
fijaron al dia siguiente con paraformaldehido al 4% y el grupo resembrado en el dia 14 se dejo
madurar hasta el dia 28 para su fijacion con paraformaldehido al 4%.

Para la inmunodeteccion, se permeabilizaron las células durante 25 minutos con Triton
X-100 al 2% en PBS; y posteriormente se lavaron durante 5 minutos con PBS. Se bloquean
con suero normal de cabra al 10% en PBS durante 1 hora a temperatura ambiente. Los
anticuerpos primarios fueron diluidos en suero de cabra al 10% en PBS durante toda la noche
a 4°C en agitacion a las diluciones indicadas a continuacion (Tabla 2).

A continuacion, se retiran los anticuerpos primarios y se dan tres lavados de 5 minutos
cada uno con PBS en agitacion. Posteriormente se incuban los anticuerpos secundarios
durante 2 horas a temperatura ambiente en agitacion diluidos en suero de cabra al 10% en
PBS a la dilucién que se indica a continuacion (Tabla 2). Se dan tres lavados en agitacion de
5 minutos con PBS y se incuba con HOECHST dilucién 1:100 en suero normal de cabra al
10% con PBS durante 10 minutos. Tras un lavado, se montan sobre portaobjetos de vidrio

utilizando Aqua-Poly/Mount.
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Tabla 2. Anticuerpos primarios y secundarios utilizados para inmunofluorescencia

Anticuerpos primarios para inmunofluorescencia

Anticuerpo Especie Marca Dilucién
CTCF Conejo Millipore (07-729) 1:2,000
OCT4 Raton BD (611202) 1:250
SOX2 Conejo Millipore (AB5603) 1:500
NANOG Ratén Prepotech (500-P236) 1:1,000
SSEA4 Raton Abcam (ab16287) 1:100
TUJ1 Raton Covance (MMS435P-100) 1:2,000
TH Conejo Pel-freez (401-01-0) 1:1,000
Anticuerpos secundarios para inmunofluorescencia

Anticuerpo Especie Marca Dilucién
Alexa Fluor 568 anti-Ms Cabra Invritrogen 1:600
Alexa Fluor 647 anti-Rb  Cabra Jackson imm 1:600

5.3 Obtencidon del RNA

El RNA total se extrajo a distintos tiempos de la diferenciaciéon (0, 14, 28) utilizando Tri
Reagent ®. Las células se desprenden utilizando TrypLE™ Express (Gibco ®)y se centrifugan
para retirar el medio. La pastilla de células se lava 3 veces con PBS. Se centrifugan
nuevamente y se homogeneizan en 1 ml de Tri Reagent ®. Tras 5 minutos a temperatura
ambiente, se afiaden 0.2 ml de cloroformo. Se mezcla inviertiendo el tubo por 15 segundos y
se deja 15 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente se centrifuga a 12000 g por 15
minutos a 4°C. El contenido del tubo queda separado en tres fases; la fase superior se
transfiere a un nuevo tubo (fase acuosa) y se afladen 0.5 ml de isopropanol. Las muestras se
dejan a -20°C durante toda la noche y posteriormente se centrifugan a 12000 g por 10 minutos
a 4°C. El sobrenadante se remueve y se afiade 1 ml de etanol al 75% para lavar. Se somete
brevemente al vortex y se centrifuga a 7500 g durante 5 minutos a 4°C. Se retira el
sobrenadante y se deja seca la pastilla por 10 minutos dentro de la campana de extraccion. El
RNA es solubilizado en agua DEPC y posteriormente cuantificado mediante NanoDrop™. Se
corrié un gel de integridad con el RNA extraido y se seleccionaron las mejores muestras.
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5.4 Obtencién del cDNA y andlisis de expresion por secuenciacion de RNA

Se llevd a cabo una trascripcion reversa utilizando el Kit de Super Script™ Ill Reverse
Transcriptase. Se colocan en un tubo 1 pl de oligo(dT) (50 uM), 5 ug de RNA total, 1 ul de
dNTP Mix 10 mM y se completa con agua estéril hasta 13 pl. La mezcla se calienta 65°C por
5 minutos y se incuba en hielo por al menos un minuto. Se afiaden 4 pl del First-Strand Buffer
(5x) ™, 1 ul de DTT 0.1 M y 1 pyl de RNaseOUT™, Se incuba a 50°C por 60 minutos;
posteriormente se incrementa la temperatura a 55°C y finalmente se inactiva la reaccién
calentando a 70°C por 15 minutos. EI cDNA resultante se cuantific6 nhuevamente mediante
NanoDrop™.

Se realizd una secuenciacion masiva, Mi-seq de lllumina, paired end (Q30=89.5%;
lecturas totales=72,738,268; lecturas PF=50,378,718; largo de lectura=2x75pb; porcentaje de
lecturas por muestra: D0-1=11.8140%, D0-2=13.2956%, D0-4=11.6236%, D14-7=10.4771%,
D14-8=11.2418%, D14-9=10.99%, D14-10=12.648%, D28-13=6.4498%, D28-14=10.2955%).
Se hizo un comparativo de genes cuyo comportamiento en el proceso ya estaba reportado,
para validar los datos de genes de interés, como CTCF y CTCFL. Se obtuvo el Z-Score

utilizando el P-value de los genes analizados.

5.5 Andlisis de los niveles proteicos de CTCF por inmunofluorescencia

Para analizar los niveles proteicos de CTCF se tomaron fotografias de las
inmunofluorescencias realizadas a los tres tiempos de la diferenciacion dopaminérgica (DO,
D14, D28). Para obtener la intensidad promedio de la fluorescencia normalizada con respecto
al area del nacleo, se utilizé la herramienta de ROl manager del software ImageJ. Se tomaron

en cuenta 100 nucleos por cada experimento, con un total de 3 repeticiones por condicion.

5.6 Western Blot

Para extraer proteina se recuperan las células utilizando TrypLE™ Express (Gibco ®) y
se centrifugan para retirar el medio. La pastilla conteniendo las células se lava 3 veces con
PBS. Las células resuspendidas se centrifugan nuevamente y se homogeneizan en 200 a 400
ul de Buffer de Lisis (Tabla 3). Posteriormente se centrifugan a 12000 g durante veinte minutos
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a 70°C y el sobrenadante es almacenado a -70°C para su posterior andlisis. Las muestras de
proteina se cuantificaron mediante el método de Bradford de Bio-Rad ®, segun las
especificaciones del proveedor.

Se corrieron las muestras de proteina durante tres horas a 120 V en un gel de SDS-
PAGE con dos concentraciones, 7.5% en la parte superior y 12% en la parte inferior y de 1.5
mm de grosor (Tabla 3).

Posteriormente, las proteinas previamente separadas en el gel mediante la
electroforesis fueron trasferidas a una membrana de PVDF, previamente hidratada con
metanol, en camara humeda durante 5.45 horas a 60V en cuarto frio (4°C). Las proteinas
previamente separadas en el gel mediante la electroforesis fueron trasferidas a una membrana
de PVDF, previamente hidratada con metanol, en camara hiumeda durante 5.45 horas a 60V
en cuarto frio (4°C).

Posteriormente se bloqued la membrana con leche baja en grasa al 7.5% en TBS Tween
al 0.5% durante 2 horas a temperatura ambiente. El anticuerpo primario anti-CTCF (Millipore
07-729) hecho en conejo se incubd en la solucion de bloqueo durante toda la noche a 4°C
(Tabla 4). Posteriormente se realizaron tres lavados de 10 minutos cada uno con TBS Tween
al 0.5%. Se incubo6 durante una hora con el anticuerpo secundario anti-conejo HRP IgG (Santa
Cruz®) en solucion de bloqueo. Trascurrido el tiempo, se realizaron 3 lavados de 10 minutos
cada uno con TBS Tween al 0.5%, y se revel6 utilizando como sustrato Luminata Forte
(Merck®) y un foto-documentador.

Las imagenes obtenidas fueron analizadas mediante la herramienta de Gels del
software ImageJ. La intensidad de la sefial de CTCF fue normalizada con respecto a la seial
para B-Actina.

5.7 Andlisis de la dinamica espacial de CTCF por inmunofluorescencia

Se tomaron fotografias en microscopio confocal, ajustando al minimo el parametro de Z
en cada una de estas, con el fin de fotografiar una seccién delgada. Las fotografias fueron
analizadas mediante ImageJ. Se determin6é un umbral de color para la marca de CTCF y otro
para la marca de HOECHST, resaltando las regiones intensas para cada una. Se cuantifico el
area de colocalizacion de ambas sefiales y se sacO el porcentaje de colocalizacién con
respecto al area total.
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Tabla 3. Composicion de las soluciones utilizadas para el ensayo de Western Blot

Gel separador de la parte superior (7.5%)

Acrilamida 30%-bis 0.8% 2.5mL
Tris-HCI pH8.8 (1.5 M) 2.5ml
Agua 4.9 mi

SDS 10% 0.1 ml

APS 10% 0.06 ml

TEMED 0.01 ml

Gel separador de la parte inferior (12%)
Acrilamida 30%-bis 0.8% 4.1 ml
Tris-HCI ph8.8 (1.5 M) 2.5 ml
Agua 3.3 ml
SDS 10% 0.1 ml
Persulfato de amonio 10% 0.06 ml
TEMED 0.01 ml

Gel concentrador
Acrilamida 30%-bis 0.8% 1.25 ml
Tris-HCI ph8.8 (1.5 M) 1.25 ml
Agua 7.4 ml
SDS 10% 0.1 ml
APS 10% 0.1 ml
TEMED 0.01 ml

Buffer de Lisis
Tris-HCI 50 mM
NaCl 150 mM
Nonident NP40 1%
Deoxicolato 0.5%

Coctel de inhibidores (Complete ® Roche)

Buffer de electroforesis
Buffer de electroforesis (10x):
Tris-base 25 mM
Glicina 192 mM
SDS 10%

Buffer de electroforesis:

pH 8.3

Buffer de electroforesis (10x) 100 ml

Agua 900 ml

Buffer de trasferencia humeda
Buffer de trasferencia (10x): pH 8.3
Tris-HCI 25 mM
Glicina 192 mM

Buffer de trasferencia (1x):

Buffer de trasferencia (10x) 100 ml
Metanol 200 mi
Agua 700 ml
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Anticuerpos primarios para Western Blot

Anticuerpo Especie Marca Dilucién

CTCF Conejo Millipore (07-729) 1:2000

B-Actina Ratoén Santa Cruz 1:1000
Anticuerpos secundarios para Western Blot

Anticuerpo Especie Marca Dilucién

anti-Ms HRP IgG Cabra Santa Cruz 1:10000

anti-Rb HRP 1gG Cabra Santa Cruz 1:5000

5.8 Analisis estadistico

Todos los andlisis estadisticos se llevaron a cabo con la ayuda del software GraphPad
PRISM® 6.0. El valor de alfa se tomé como 0.05. Tanto para la grafica de la expresion de
CTCF y CTCFL mediante secuenciacion de RNA, como para la comparacién entre la
intensidad de la fluorescencia, la dinamica espacial de CTCF y la evaluacion de los niveles
proteicos de CTCF mediante Western Blot se llevo a cabo un ANOVA de una via y un analisis
post hoc de Tukey.
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6 Resultados

6.1 Caracterizacién del estado de pluripotencia de la linea de células troncales embrionarias

humanas

Con la finalidad de comprobar la expresién de proteinas asociadas al estado
pluripotencial en la linea celular usada como modelo de estudio para este trabajo (HOGFP), se
realizaron inmunofluorescencias contra los tres factores transcripcionales mas importantes
para el mantenimiento de la pluripotencia OCT4, SOX2 y NANOG, asi como contra el antigeno
glicolipidico de superficie etapa-especifico SSEA4, una molécula de superficie presente en las
células pluripotenciales. Se observé inmunoreactividad en las células para las cuatro proteinas
(Fig. 4). La sefial para estos marcadores fue mas intensa en las células pequefias con una
elevada relacién ndcleo/citoplasma, ubicadas en colonias, mientras que la sefial fue baja o
inexistente en las células cuya morfologia era fibroblastoide y se encontraban en los espacios

entre las colonias, aun cuando expresan EGFP.

6.2 Diferenciacién de las células troncales H9GFP hacia neuronas dopaminérgicas

mesencefalicas

Posterior a haberse comprobado el estado pluripotencial de las células, se llevaron a
cabo procesos de diferenciacion mediante un protocolo reportado anteriormente, el cual se
basa en la utilizacion de moléculas pequefias (Fig. 5) (Kriks et al., 2011). Se inicia con las
células troncales sembradas sobre matrigel y consiste en una inhibicidon dual de la via de las
SMADs, seguido de una especificacion del linaje dopaminérgico para posteriormente llevar a
cabo la maduracién neuronal. Posterior al dia 21 de diferenciacion, las células son
resembradas sobre pozos previamente tratados con poli-L-ornitina y posteriormente
acondicionados con una matriz de Fibronectina/Lamiana para favorecer la adhesion y

supervivencia de las neuronas (Fig. 5).
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OCT4 OCT4 OCT4 + HOECHST

QX2 + SOX2 SOX2 + HOECHST

1))

NANOG + NANOG NANOCG + HOECHST

SSEA4 - SSEA4 SSEA4 + HOECHST

Figura 4. Imagenes representativas de inmunofluorescencias realizadas en la linea troncal pluripotencial

humana HO9GFP, donde se encontré inmunoreactividad para los factores transcripcionales OCT4, SOX2 y
NANOG, asi como para el antigeno glicolipidico etapa-especifico SSEA4. Las flechas blancas muestras
células provenientes de la linea H9GFP, pues expresan la proteina verde fluorescente pero que se
encuentran fuera de las colonias y no son positivas para los marcadores de pluripotencia. La barra de escala

representa 100 pm.
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Figura 5: En la parte superior se muestran imagenes representativas, en contraste de fases, del proceso de
diferenciacion dopaminérgica a partir de hESCs. Los nimeros de la parte inferior derecha indican el dia de

diferenciacion en el que fue tomada la fotografia. La barra de escala representa 50 um.

Para comprobar la eficiencia de la diferenciacion, se realizaron inmunofluorescencias al
dia 28 para detectar 3-Tubulina Ill (TUJ1) y Tirosina Hidroxilasa (TH). Se contaron el total de
células en diez campos de una preparacion, obteniendo un total de 371 células. Posteriormente
se obtuvo el porcentaje de neuronas mediante la relacién de células positivas para TUJ1 con
respecto al total, asi como el porcentaje de neuronas con fenotipo dopaminérgico, mediante la
relacion del total de células positivas para TH con respecto a las células positivas para TUJL1.
Se obtuvo un promedio del 87.87% de células TUJ1 positivas respecto al total de células y un
63.61% de células TH respecto al total de celulas TUJ1 positivas en los campos analizados

(Fig. 6).
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Figura 6: Resultados del analisis para el conteo de células positivas a TUJ1 y TH. A) Grafica del conteo
total de células mediante la tincion del DNA nuclear con HOECHST, representando también el total de
células TUJ1 positivas y TH positivas. Se tomaron varios campos de una misma réplica experimental en los
cuales se encontro un total de 371 células B) Gréfica del porcentaje de células positivas a TUJ1 con respecto
al total de células (87.87%) y del porcentaje de células TH al total de células (63.71%), asi como con respecto
al total de células TUJ1 positivas (72.39%). Se tomaron diez campos de una misma réplica experimental. C)
Imagenes representativas de las inmunofluorescencias realizadas al dia 28 de la diferenciacién para marcar
B-Tubulina Il (TUJ1) y Tirosina Hidroxilasa (TH), tomadas en cuenta para el conteo y andlisis. La barra de

escala representa 100 pm.
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6.3 Localizacién subcelular de CTCF mediante inmunofluorescencia a lo largo de la

diferenciacion dopaminérgica

Con el fin de visualizar la localizacion subcelular de CTCF a lo largo de la diferenciacion
dopaminérgica, se seleccionaron tres estadios representativos del proceso: Dia 0
correspondiente a las células troncales pluripotenciales; dia 14, correspondiente a los
precursores neurales y dia 28 para neuronas dopaminérgicas, en los cuales se realizaron
inmunofluorescencias. Para las tres condiciones se observé la presencia de CTCF
mayoritariamente en el nucleo, como era esperado (Fig. 7) En algunos casos, el proceso de
inmunofluorescencia provoco que las células se despegaran, quedando a baja densidad en las

preparaciones.

Inmunofluorescencia contra CTCF en los tres estadios de diferenciacion

CTCF HOECHST CTCF + HOECHST CTCF + GFP

NESTINA
TUJ1
D28

Figura 7. Imagenes representativas de la localizacion de CTCF mediante inmunofluorescencia en los tres

estadios de la diferenciacion: dia 0, 14 y 28 (DO, D14 y D28). En el DO se muestra la sefial del factor
transcripcional OCT4 como marcador de pluripotencia. En el D14 se muestra la sefial para NESTINA como
marcador de precursores neurales. En el D28 se muestra la sefial para B-Tubulina 111 (TUJ1) como marcador

de neuronas maduras. La barra de escala representa 100 um.
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6.4 Evaluacion de los niveles transcripcionales de CTCF a lo largo de la diferenciacion

dopaminérgica mediante RNA-seq

Se realizo un RNA-seq para cada uno de los estadios de diferenciacion seleccionados
(DO, D14 y D28). Con el fin de validar los datos de la secuenciacion, se obtuvo el Z-Score de
genes cuyo comportamiento ya ha sido reportado en procesos de mantenimiento de la
pluripotencia (OCT4, NANOG y SOX2) y la diferenciacion dopaminérgica (SOX2, FOXA2,
LMX1A, LMX1B, NURR1, EN1, PITX3 y TH). Se observo el patron esperado para los genes
de pluripotencia OCT4 y NANOG, los cuales tuvieron altos niveles transcripcionales durante el
DO con respecto a los otros dos dias (D14 y D28). SOX2 se mantuvo alto en las tres
condiciones, aunque disminuyendo su expresiéon en el D14 con respecto a los otros dos dias.
FOXAZ2 estuvo fuertemente expresado en el D14 con respecto a los DO y D28; mientras que el
resto de los genes asociados a diferenciacion dopaminérgica mostraron altos niveles
transcripcionales en D28 con respecto a DO y D28. CTCF tuvo altos niveles transcripcionales
en DO y D28 con respecto al D14. CTCFL es un paralogo de CTCF cuya expresion solo se ha
reportado en tejido testicular; como era esperado, la expresion de CTCFL se mantuvo baja
durante el proceso, aunque mostrados niveles transcripcionales mas altos en DO con respecto
a D14 y D28 (Fig. 8A). Se graficaron los datos de expresion de CTCF y CTCFL, para
comprobar si existian diferencias significativas entre los dias analizados (DO, D14 y D28). Se
observd una disminucion significativa (p<0.05) en la expresion de CTCF para el dia catorce
(D14) de diferenciacién con respecto a los dias cero y veintiocho (DO y D28). La expresion de
CTCFL tuvo una disminucion estadisticamente significativa (p<0.05) en los dias veintiocho
(D28) y catorce (D14) con respecto al dia cero (DO) (Fig. 8B).
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Figura 8. A) Z-Score de genes asociados al mantenimiento de la pluripotencia y a la diferenciacion

dopaminérgica, asi como de CTCF y su paralogo CTCFL. B) Analisis estadistico de la expresion de CTCF

y CTCFL obtenida mediante secuenciacion de RNA. Se muestra la media *

FPKM=Fragmentos por kilo base millén.
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6.5 Evaluacién por inmunofluorescencia, de los niveles proteicos de CTCF a lo largo de la

diferenciacion dopaminérgica

Con el fin de comprobar si el patron observado en la secuenciacion de RNA para los
niveles de CTCF durante la diferenciacion, era recapitulado en niveles proteicos, se analizé la
intensidad de la fluorescencia para la sefial de CTCF en los estadios seleccionados. Se
tomaron en cuenta Unicamente células positivas para OCT4 en D Nestina en D14 y positivas
para TUJ1 en D28. Se observo una diferencia significativa (p<0.0001) entre los tres grupos; la
tendencia fue la misma observada mediante la secuenciacion de RNA, mostrando una
disminucién en la intensidad de la sefial en el dia catorce (D14) de la diferenciacion con
respecto a los dias cero y veintiocho (DO y D28) (Fig. 9).
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Figura 9. Andlisis de los niveles proteicos de CTCF a través de los tres estadios de diferenciacion mediante
inmunofluorescencia. A) Cuantificacion de la intensidad de la sefial de CTCF en el ndcleo durante los tres
estadios de la diferenciacion: dia 0 (DO), dia 14 (D14) y dia 28 (D28). Se muestra la media + desviacion
estandar. La intensidad de la fluorescencia se obtuvo mediante analisis realizados en el software
ImageJ con la herramienta de ROl Manager. Para el andlisis se tomaron cien mediciones por cada n;
teniendo una n de tres para cada dia de diferenciacion. B) Imagenes representativas de
inmunofluorescencias para CTCF en los tres estadios de la diferenciacion. La barra de escala representa
100 pm.

42



6.7 Evaluacidn mediante inmunofluorescencia, de la dindmica espacial de CTCF con respecto

a la compactacion nuclear a lo largo de la diferenciacion dopaminérgica

Otros grupos han observado mediante HI-C que los cambios en el nivel de expresion de
CTCF durante la diferenciacion neural estan asociados a cambios de su posicionamiento a lo
largo del genoma. Con el fin de encontrar evidencias de estos cambios en la localizaciéon
genomica de CTCF durante la diferenciacion dopaminérgica, se analizaron fotografias
tomadas en microscopia confocal de inmunofluorescencias realizadas en los tres estadios de
diferenciacion (DO, D14, D28). Usando un mapa de calor basado en la intensidad de la marca
de HOECHST, un colorante fluorescente utilizado para tefiir ntcleos celulares, pues se une al
surco menor de la doble cadena de DNA, se determind un umbral para cromatina laxa
correspondiente a la sefal por debajo del color amarillo (Fig. 10) y cromatina compacta por
arriba del color amarillo (Fig. 10). Se ha establecido que los puntos de mayor fluorescencia de
este colorante estan relacionados con un alto empaquetamiento del material genético y, por
tanto, se han utilizado como una forma de visualizar heterocromatina. Se ha observado que
estas regiones colocalizan con proteinas involucradas en la compactacion de la cromatina y el
silenciamiento epigenético (Linhoff, Garg, & Mandel, 2015; Smeets et al., 2014).

De la misma manera se determinaron las regiones con mayor intensidad para la marca
de CTCF y se analizaron los porcentajes de colocalizacién para ambas sefiales en las tres
etapas de diferenciacion, tomando en cuenta Unicamente células OCT4 positivas para DO,
unicamente células NESTINA positivas para D14 y unicamente células TUJ1 positivas en D28.

Se analizo la correlacion entre En las células troncales pluripotenciales (DO) se observo
un bajo porcentaje de colocalizacion entre las regiones altamente representadas por
posicionamiento de CTCF y sitios con niveles altos de heterocromatina, asi como un bajo nivel
de CTCF en las zonas con una alta intensidad para la marca de HOECHST, mostrando un
interesante patron mutuamente excluyente entre las dos marcas (Fig. 10).

En los precursores neurales (D14) se observé un incremento significativo en el
porcentaje de colocalizacién de las regiones con una alta intensidad de CTCF y las regiones
de heterocromatina (Fig. 10).

En las neuronas dopaminérgicas (D28) se observo un patron de colocalizacion
intermedio que fue estadisticamente distinto al compararse tanto con las células troncales

(p<0.05) como con los precursores neurales (p<0.005) (Fig. 10).
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6.6 Evaluacién de los niveles proteicos de CTCF a lo largo de la diferenciaciéon dopaminérgica

mediante Western blot

Para comprobar los datos obtenidos mediante la cuantificacion de la intensidad en la
fluorescencia para la deteccién de CTCF en los tres estadios de la diferenciacion, se realizaron
ensayos de Western blot con proteina proveniente de lisados celulares en los dias analizados
anteriormente.

Se observo una disminucién en los niveles proteicos de CTCF del dia 0 al dia 14 de
diferenciacion y un posterior aumento en el dia 28, que llegé a niveles incluso mas altos que
los observados en el dia 0 (Fig. 11). Ninguno de estos cambios resulto ser estadisticamente
significativo, pues la desviacion estandar mostrada entre las réplicas biolégicas es alta. Sin
embargo, estos resultados muestran una tendencia similar a lo obtenido anteriormente
mediante el analisis de las inmunofluorescencias, y posee cierto nivel de recapitulacion de lo

gue se observa a nivel de RNA.
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Figura 11. Andlisis de los niveles proteicos de CTCF a través de tres estadios de diferenciacion mediante
Western blot. A) Cuantificacion de la intensidad relativa con respecto a B-Actina de la sefial de CTCF en
proteina total obtenida de lisados a distintos tiempos de la diferenciacién: dia 0 (DO0), dia 14 (D14) y dia 28
(D28). Se muestra la media + desviacion estandar. No se obtuvieron diferencias significativas (ANOVA

de una via). B) Imagenes de los dos Western blot analizadas para la obtencién de los datos.
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7 Discusioén

Se ha propuesto que el genoma de los mamiferos esta organizado en compartimentos
estructurales que regulan la interaccion entre secuencias a escalas gendmicas pequefas (por
debajo de mega-bases). Esto implica que el nucleo celular deberia experimentarr algunos
rearreglos estructurales necesarios para la activacion o inactivacion de genes durante los
procesos del desarrollo y la diferenciacion celular (Beagan et al., 2017). Como se mencioné
anteriormente, CTCF es una proteina bien caracterizada, capaz de mediar estas interacciones
entre loci gendmicos y que se encuentra expresada en practicamente todos los tejidos del
cuerpo humano; en consecuencia, deberia estar presente en todas las etapas de
diferenciacion de las células (Kang et al., 2015). En este trabajo se encontré que CTCF esta
expresado a lo largo de los tres estadios de diferenciacion tomados para el analisis.

Sin embargo, se observé una disminucién de CTCF en el dia catorce de diferenciacion
con respecto a los otros dos tiempos evaluados, mientras que los estadios del dia cero, y dia
veintiocho, correspondientes a las células pluripotenciales y a las neuronas dopaminérgicas
respectivamente, mostraron niveles comparables de CTCF. La disminucién en el dia catorce
esta representada a nivel transcripcional y se observa también a nivel de proteina. Los cambios
en la expresion de esta proteina a lo largo de distintos estadios representan una buena
aproximaciéon para identificar indicios de reestructuracion cromatinica asociada a
diferenciacion celular, como se ha demostrado en trabajos anteriores. Encontrar dinamicas de
expresion de esta proteina arquitectonica no es algo trivial, pues se ha observado que no sigue
un patron comuan a lo largo de distintos linajes celulares (Beagan et al., 2017; Gao et al., 2011,
Tsui et al., 2016)

En trabajos anteriores se demostr6 en un modelo de diferenciacion a partir de
precursores neurales extraidos de ratones en dias postnatales tempranos, una disminucion
de CTCF en el estadio de precursor neural con respecto a los niveles en células troncales y
neuronas diferenciadas, (Beagan et al., 2017; Sams et al., 2016), lo que concuerda con los
resultados obtenidos en este estudio a pesar de la diferencia en los modelos utilizados. Esta
comparacion es importante porque permite observar que el comportamiento de CTCF durante
la diferenciacion neural tiene homologia entre humano y raton. También corrobora que el

modelo de diferenciacién utilizado para este proyecto es capaz de recapitular algunas
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caracteristicas de la remodelacion epigenética ocurrida en modelos més parecidos al
desarrollo in vivo.

El protocolo de diferenciacién utilizado en este estudio se enfoca en la produccion de
neuronas dopaminérgicas, un linaje neuronal hasta ahora inexplorado para la dindmica de
expresion de CTCF. El resultado mostré un comportamiento similar a lo ocurrido en el
desarrollo de otras regiones del cerebro como la corteza, el cerebelo y el bulbo olfatorio
(Beagan et al., 2017).

Otro punto abordado en trabajos anteriores de diferenciacién neural fue la localizacion
global de CTCF en el genoma. Se observo que la disminucion en la expresion de esta proteina
durante el proceso de diferenciacion esta generalmente asociada con un decremento de su
ocupacién gendémica (Beagan et al., 2017; Tsui et al., 2016), por lo que se presume que en
este proceso podria estar ocurriendo un mecanismo similar. Aunque es necesario comprobar
los datos mediante inmunoprecipitacion de la cromatina (ChIP), el analisis de la localizacion
de CTCF con respecto a la heterocromatina, se observd una tendencia a la exclusion mutua
durante el estadio de célula troncal (Fig. 12); se ha reportado que CTCF regula la interaccion
promotor-enhancer de algunos genes indispensables para el mantenimiento de la pluripotencia
como NANOG, SOX2, cMYC, KLF4 y LIN28 y que la ocupacion de esta proteina en estos sitios
transcripcionalmente activos es indispensable para el mantenimiento de la autorrenovacion
(Balakrishnan et al., 2012). La relacibn CTCF-heterocromatina se invierte posteriormente en
los precursores neurales (Fig. 12); se ha reportado que durante la transicion entre células
troncales a precursores neurales hay un debilitamiento de las interacciones entre
‘compartimentos A” de la cromatina (caracterizados por estar trascripcionalmente activos),
ademas de un reforzamiento de los contactos entre “compartimentos B” (caracterizados por
estar trascripcionalmente inactivos), por lo que CTCF podria estar localizado mayoritariamente
hacia sitios de heterocromatina en este estadio (Bonev et al., 2017). De la misma manera, el
estadio de precursor neural se asocia a una disminucion de las interacciones entre genes de
pluripotencia como OCT4 y NANOG, con sus enhancers, lo que ademas parece estar
vinculada con otros eventos epigenéticos importantes para el silenciamiento de estos genes,
como la pérdida de modificaciones postraduccionales de histonas asociadas a promotores
transcripcionalmente activos como la H3K4me3 y la posterior metilacion del DNA en estas

mismas regiones (Beagan et al., 2017; Bonev et al., 2017; Topalovic et al., 2017).
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Asimismo, se reportd que los precursores neurales tienen un posicionamiento de CTCF
mucho mas restringido con respecto a las células troncales; es interesante sefialar que la
mayoria de los sitios de ocupacion presentes en esta etapa pueden ser encontrados también
en células troncales embrionarias (Beagan et al., 2017) y que muchos corresponden a sitios
regulatorios para el desarrollo neural. Parece que el mecanismo mediante el cual existe una
distincion funcional de estas regiones esta relacionado con la co-ocupacion de CTCF con otras
proteinas estructurales de la cromatina como lo que ocurre con YY1. YY1 es otra proteina con
un dominio de unién a DNA formado por dedos de zinc que cumple funciones como
organizador tridimensional del genoma. Se ha observado un posicionamiento de YY1
concomitantemente con el de CTCF especificamente en regiones reguladoras de genes
asociados a precursores neurales y la transiciéon hacia neuronas maduras (Beagan et al.,
2017). Es posible que la reestructuracion de la cromatina en esos loci este dada por
propiedades emergentes que surgen de la interaccion de CTCF con estos.

También es posible que algunos de los sitios ocupados por CTCF durante el estadio de
célula troncal correspondan a regiones con marcas bivalentes, es decir marcas de histonas
represivas y activadoras simultaneamente en un locus (H3K4me2/H3K4me3, H3K27me3,
H9K9ac) (Nativio et al., 2011). De ser asi, esto explicaria porque la mayoria de los sitios de
ocupacion de CTCF para el estadio de precursores neurales ya estan presentes desde el
estadio de célula troncal. Se sabe que la mayoria de los genes que tienen marcas bivalentes
son genes importantes para el desarrollo y mediante este mecanismo se evita que queden
silenciados terminalmente mientras la célula recibe los estimulos que determinaran el linaje al
cual se diferenciara (Mantsoki et al., 2018).

Por otro lado, el que CTCF tenga una disminucion durante el estadio de precursores
neurales, no indica que no sea necesario durante esta etapa o que su papel pierda importancia
en este estadio. Dicha disminucion podria ser necesaria para el establecimiento del programa
celular requerido al término de la diferenciacién, un proceso muy complejo que requiere
cambios en la interaccion de distintos compartimentos transcripcionales, asi como una
recambio de las marcas epigenéticas globales (Bonev et al., 2017). De hecho, como ya se
mencionod anteriormente, CTCF podria estar regulando la expresion de proteinas esenciales
para la diferenciacion y mantenimiento del fenotipo dopaminérgico, como LRRK2 (Gregor et
al., 2013).
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Existe evidencia de que LRRK2 participa en procesos asociados a la neurogénesis. Se
ha reportado que una cantidad considerable de esta proteina se asocia a la membrana celular
donde su actividad de cinasa se ve potenciada, por lo que se piensa que podria estar
involucrada en el trafico transmembranal. Ademas, LRRK2 se asocia al funcionamiento de los
receptores membranales, los cuales median el crecimiento axonal, y la endocitosis requerida
en las vias de sefializacion neurogénica, como NOTCH y WNT. También se ha observado co-
localizacion de LRRK2 con microtubulos dentro del cono axonal de crecimiento; LRRK2 se ha
visto implicada en la regulacion por fosforilacion de las proteinas ERM (ezrina-radixina-
moesina), las cuales participan también en el desarrollo del cono de crecimiento. Finalmente,
se ha visto que la expresion del mMRNA de LRRK2 en el sistema nervioso central inicia en el
dia embrionariol0 en el murino (Berwick & Harvey, 2013), lo que correlaciona con el inicio de
la neurogénesis en el ratdn (Sauvageot & Stiles, 2002). Estas observaciones, en conjunto,
muestran que la idea de una implicacion de LRRK2 en la neurogénesis, esta respaldada por
fuerte evidencia experimental.

Un hecho interesante la demostracion de que el estadio de células troncales se
caracteriza por tener marcas de activacion transcripcional altamente representadas
(H3K4mel, H3K36me3, H3K27ac), lo que denota un estado abierto de la cromatina. Asimismo,
la expresion elevada de CTCF durante este estadio con respecto a los precursores neurales,
podria estar indicando un enriquecimiento de esta proteina a lo largo del genoma. El estadio
de precursor neural se caracteriza por tener una disminucion global en las marcas epigenéticas
de activacion (H3K4mel, H3K36me3, H3K27ac), y un ligero aumento en la marca represiva
de heterocromatina constitutiva (H3K9me3) (Bonev et al., 2017), lo que, en conjunto con la
disminucién de CTCF podria estar evidenciando un proceso de restriccion de los sitios
transcripcionalmente activos para cuando se inicie el programa de las células terminalmente
diferenciadas (Beagan et al., 2017).

Recientemente se reporté que el gen que codifica para TH tiene dominios rio arriba
altamente conservados. Se comprob6 que uno de esos sitios corresponde a un motivo de union
de CTCF. Se determind que la presencia de esta proteina en esa region en el bulbo olfatorio y
neuronas corticales tiene como resultado la represion transcripcional del gen, posiblemente
debida al bloqueo de un enhancer con actividad en ese sitio. Es de resaltar que no se ha

encontré enriquecimiento de CTCF en este locus en el mesencéfalo (Wang, 2018) por lo que
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hasta la fecha no se ha descrito su papel como regulador de TH en neuronas dopaminérgicas
de la sustancia nigra pars compacta.

Por otro lado, la expresion del CTCFL (BORIS) paralogo de CTCF, se mantuvo baja en
el estadio de células troncales y disminuyd aun mas durante la diferenciacién dopaminérgica,
como era de esperarse dado que CTCFL es un gen producto de la duplicacién de CTCF, por
lo que su dominio de union a DNA es practicamente el mismo, su expresion esta restringida a
tejido testicular donde parece tener un patron de expresion mutuamente excluyente con el de
CTCF (Loukinov et al., 2002). La expresion de BORIS en tejidos somaticos se asociado
ampliamente al desarrollo de cancer, pues esta desencadena una desorganizacion global del

genoma al competir con CTCF por los motivos de unién (He et al., 2017).
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Figura 12. Se esquematiza el modelo propuesto en este trabajo a partir de las observaciones realzadas. A) CTCF
esta mayoritariamente asociado a las regiones de baja densidad cromatinica en las ESCs. B) CTCF disminuye
su abundancia en el estadio de precursor neural con respecto al estadio de ESC y se encuentra distribuido de
una manera mas homogénea en el ndcleo, aunque con una tendencia a la disposicion heterocromatinica. C)
CTCF aumenta su abundancia en las neuronas mDA, volviendo a niveles comparables a los existentes en ESCs

y se encuentra distribuido con una ligera asociacion a regiones de baja densidad cromatinica.
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8 Conclusién

El hecho de que CTCF tenga una dinamica de expresion diferencial a distintos tiempos
de la diferenciacion dopaminérgica in vitro sugiere que esta proteina presenta un proceso de
regulacion particular para este proceso diferenciativo en especifico. Esto podria tener
implicaciones bioldgicas in vivo que explican su papel durante la diferenciacion dopaminérgica,
en donde podria estar regulando genes esenciales de manera negativa o positiva.

La diminucion en la expresion de CTCF durante el estadio de precursores neurales
podria deberse a la necesidad de un estado transitorio de reestructuracion tridimensional
nuclear en el que se establezcan nuevas interacciones entre dominios topoldgicos, y un
recambio de barreras gendmicas y reescritura de las modificaciones epigenéticas asociadas ,
tales como la disminucion de las marcas histonicas de activacion y el aumento en la metilacion
del DNA en promotores de genes controladores del programa troncal. Este seria un proceso
necesario para apagar y silenciar de la red transcripcional de pluripotencia e iniciar la expresion
de inductores de diferenciacién que ayudaran a establecer el nuevo programa transcripcional
en las neuronas dopaminérgicas terminalmente diferenciadas.

El presente estudio es relevante ya que no se ha evaluado el papel de CTCF en modelos
de diferenciacion en células humanas, ni para el linaje dopaminérgico. Se encontré un patrén
diferencial de expresiéon de CTCF a lo largo de la diferenciacion dopaminérgica in vitro, el cual
se pudo ver a nivel de mensajero y de proteina. También se observé una tendencia a una
relocalizacion gendmica de CTCF a través de la diferenciacion dopaminérgica. Estos
resultados respaldan estudios previamente realizados en los que se evalud la expresion y

localizacion de CTCF en modelos de diferenciacidén neuronal in vivo e in vitro en el ratén.
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9 Perspectivas

Este trabajo abordd Unicamente la dindmica transcripcional y niveles proteicos de CTFC
en tres puntos de la diferenciacion dopaminérgica, arrojando datos que indican una regulacion
particular para esta proteina durante el proceso, que pudiera estar indicando una dinamica
ocupacional diferencial a lo largo del genoma. Si bien estos tres estadios reflejan etapas clave
como son: el estado pluripotente de célula troncal, el estado multipotente de precursor neural
y el estado terminalmente diferenciado de neurona dopaminérgica, seria interesante evaluar
mas puntos del proceso para determinar el momento preciso de la disminucién observada, asi
como el restablecimiento de los niveles de CTCF hacia el final de la diferenciacion.

En este trabajo se reportd la abundancia total de CTCF durante tres estadios de
diferenciacion dopaminérgica. Sin embargo, es necesario realizar fraccionamientos
subcelulares para obtener Unicamente la abundancia de CTCF en la cromatina, ya que el
ensayo de Western Blot se realiz6 utilizando proteina total.

Actualmente se han realizado estudios enfocados en la diferenciacion de otras regiones
del cerebro, por lo que seria interesante evaluar si existen cambios entre los subtipos
neuronales, asociados a genes o a linaje especificos. Es necesario hacer una revision
bioinformatica con el fin de encontrar blancos putativos o previamente reportados de CTCF en
regiones reguladoras aledafas a genes controladores de la diferenciacion dopaminérgica, y
de ser posible, comprobar experimentalmente que la unién de CTCF en estos motivos sea
crucial para una correcta diferenciacion dopaminérgica. Esto nos permitiria entender la razon
del comportamiento de la dinamica de CTCF durante este proceso, asi como su importancia.

También se podrian asociar los datos del RNA-seq a blancos putativos de CTCF para
evaluar posteriormente mediante ensayos de inmunoprecipitacion de la cromatina si la

ocupaciéon de CTCF en estos sitios podria estar repercutiendo en la expresion de estos genes.
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