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RESUMEN

La cresta neural (CN) comprende una poblacion de células multipotentes que da origen a
neuronas periféricas, cartilago y células de musculo liso, entre otros tipos celulares. La
participacién de Hes1 y Msx1 cuando se expresan en células troncales embrionarias de ratén
(CTE) que se diferencian a CN no se ha estudiado. En este trabajo, generamos CTE de raton
que expresan de forma estable las proteinas quiméricas de Hes1, Msx1 o Hes1+Msx1. Las
proteinas quiméricas estan constituidas por la region codificante de Hes-1 o Msx-1 y por el
dominio de unién al ligando del receptor a glucocorticoides humano (GR), generando las
proteinas quiméricas Hes1-GR (HGR) o Msx1-GR (MGR). Las lineas transgénicas continuaron
expresando marcadores de pluripotencia. Tras la diferenciacion a CN, todas las lineas mostraron
una expresion de Sox2 significativamente reducida y un incremento en la expresion de Sox9,
Snai1 y Msx1, lo que indica un compromiso CN. Para inducir la translocacion nuclear de las
proteinas quiméricas, se agregd Dex. Encontramos que los transcritos de Colagena lla
aumentaron en las células MGR, mientras que la coactivacion de HGR+MGR provocd un
aumento significativo en los transcritos de actina del musculo liso (a-Sma). La inmunotincion
mostré que la activacion en las células HGR + MGR indujo mayores proporciones de las células
B-TUBULINA I+, a-SMA+ y COL2A1+. Estos resultados indican que la translocacién nuclear de
MSX-1, sola o en combinaciéon con HES-1, produce células similares a condrocitos, y la
activacion simultanea de HES-1 y MSX-1 incrementa la generacion de células de musculo liso y

neuronas.



ABSTRACT

The neural crest (NC) comprises a multipotent cell population that produces peripheral neurons,
cartilage, and smooth muscle cells, among other phenotypes. The participation of Hes1 and Msx1
when expressed in mouse embryonic stem cells (MESCs) undergoing NC differentiation is
unexplored. In this work, we generated stable mESCs transfected with constructs encoding
chimeric proteins in which the ligand binding domain of glucocorticoid receptor (GR), which is
translocated to the nucleus by dexamethasone addition, is fused to either Hes1 (HGR) or Msx1
(MGR), as well as double-transgenic cells (HGR+MGR). These lines continued to express
pluripotency markers. Upon NC differentiation, all lines exhibited significantly decreased Sox2
expression and upregulated Sox9, Snai1, and Msx1 expression, indicating NC commitment.
Dexamethasone was added to induce nuclear translocation of the chimeric proteins. We found
that Collagen lla transcripts were increased in MGR cells, whereas coactivation of HGR+MGR
caused a significant increase in Smooth muscle actin (a-Sma) transcripts. Immunostaining
showed that activation in HGR+MGR cells induced higher proportions of B-TUBULIN IlI+, a-SMA+
and COL2A1+ cells. These findings indicate that nuclear translocation of MSX-1, alone or in
combination with HES-1, produce chondrocyte-like cells, and simultaneous activation of HES-1

and MSX-1 increases the generation of smooth muscle and neuronal cells.



1. INTRODUCCION

Células troncales

Las células troncales (CT) se definen funcionalmente como células que se auto-renuevan en
estado indiferenciado y que poseen la capacidad de diferenciarse a distintos tipos celulares. Se
pueden clasificar de acuerdo con su capacidad de generar distintos linajes celulares y se le
denomina potencialidad. Con base en lo anterior, las CT se dividen en: pluripotenciales,
multipotenciales y unipotenciales. Las CT pluripotentes se obtienen de la masa celular interna
del blastocisto y pueden diferenciarse in vitro a linajes que pertenecen a las tres capas

germinales embrionarias: endodermo, mesodermo y ectodermo . (Figura 1)

Ejemplos de las CT con caracteristicas de pluripotencia son: células de carcinoma embrionario,
células troncales embrionarias (CTE), células germinales embrionarias, células del epiblasto y
las CT pluripotenciales inducidas . Con respecto a las CTE de ratdn, éstas se mantienen en
estado no diferenciado en presencia del factor LIF (del inglés, Leukemia Inhibitory Factor), o bien
al mantenerse en crecimiento sobre una capa de fibroblastos embrionarios mitéticamente
inactivos. Por otro lado, Smith y cols. demostraron que la inhibiciéon de dos vias de sefalizacion,
la via de las cinasas reguladas por sefiales extracelulares (ERK, por sus siglas en inglés
“Extracellular regulated kinase) utilizando el inhibidor PD0325901 [1 uM] y la via de sefializacion
de glucégeno sintasa cinasa isoforma 3p (“Glycogen synthase kinase-3 beta”) utilizando el
inhibidor CHIR99021 [3 uM] y la adicién de LIF mantienen la pluripotencia de las CTE de ratén 2.
La pluripotencia de las CT es primordial para generar cualquier tipo celular de las tres capas
germinales. El destino de las CT, como durante el desarrollo embrionario, se define por diferentes
factores transcripcionales (FT), que reprimen o activan la expresion génica. Se ha descrito que
los FT que participan en el mantenimiento de la pluripotencia de las CT son: Oct4 (regulador
maestro de la pluripotencia) 3, Nanog (mantiene la auto-renovacion de las CT en ausencia de

LIF) * y Sox2 (se requiere para la formacién del epiblasto y el ectodermo extraembrionario) °.



Para diferenciar a las CT a diversos tipos celulares, se demostré que el cultivo de éstas sobre
una monocapa de células estromales con capacidad inductora, es capaz de generar diversos
linajes celulares del sistema nervioso y cuando son tratadas con diferentes factores de
crecimiento pueden generar colonias de células precursoras neurales °. Las células
pluripotenciales que adquieren un compromiso especifico se clasifican como CT multipotenciales
(CTM) dando origen a determinados linajes celulares de la misma capa germinal como a las CT
hematopoyéticas, CT neurales, CT mesenquimales, etc. Las células troncales unipotentes son
capaces de diferenciarse a un linaje de sélo una capa germinal, por ejemplo, las células de las

espermatogonias, que son las células troncales en el testiculo que dan origen a los

espermatozoides. '

Blastocisto

Mdsculo liso

“ y esquelético yd
Sistema @
Hematopoyético

Epidermis ~\X

-~
'\-.

e
AL
AR

Sistema
Nervioso Central

i S
Cresta Neural

Figura 1.- Células troncales embrionarias. Las CTE se obtienen de la masa celular interna (MCI) del

blastocisto. Las CTE, en condiciones de cultivo, son capaces de auto-renovarse y diferenciarse a las tres
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capas germinales (mesodermo, endodermo y ectodermo). Las células del ectodermo pueden diferenciarse

a epidermis, el SNC y a la Cresta Neural.

Cresta Neural

Las células de la cresta neural (CCN), descritas en 1868 por Wilhelm His, observé a la cresta
neural como una tira de células entre el ectodermo dorsal y el tubo neural. Las CCN es una
subpoblacién transitoria de células multipotentes que se origina del ectodermo, es exclusiva de
los vertebrados y durante el desarrollo embrionario se localiza en la parte mas dorsal del tubo
neural. Esta poblacion tiene la capacidad de migrar a diferentes sitios del organismo en
desarrollo y colonizar diferentes sitios del cuerpo rapidamente.”® La diferenciacion de las CCN
en los diferentes sitios blanco origina a una gran variedad de tipos celulares como células
sensoriales, autondémicas, ganglios entéricos en el sistema nervioso periférico, el cartilago y
huesos de la cara, melanocitos y células del masculo liso, asi como otros tejidos.”"" (Figura 1y

2).

En la literatura cientifica hay diversos trabajos sobre el origen de estas células. La induccion y
la diferenciacion de la CN se ha estudiado en diversos modelos animales, como en el pez cebra,
Xenopus laevis, pollo, ratén y recientemente en humano. De manera muy general, se describid
que esta poblacion se induce por la interaccion entre el ectodermo no-neural y la placa neural
antes del cierre del tubo neural o durante el cierre del tubo neural, dependiendo del organismo.
1213 Sin embargo, el trabajo realizado en aves demostré que, en el pollo, la especificacion de la
CN ocurre durante la gastrulacion.™ Con respecto a los mamiferos no se conoce mucho acerca
de la induccioén (proceso de activacion de una célula no diferenciada para diferenciarse a un tipo
celular) y la especificacion (proceso de diferenciacion de un tipo celular que puede ser reversible
dependiendo de las condiciones micro-ambientales) de la CN, por lo que su estudio es de gran
importancia para comprender el desarrollo de la CN y entender las enfermedades originadas en

los derivados de la CN.
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Figura 2.- Células de la cresta neural y sus derivados. En la imagen se muestra el proceso de
Neurulacion durante el desarrollo embrionario y a las CCN en la parte mas dorsal del tubo neural, su patrén

de migracion y los tipos celulares a los que se diferencia.

Induccion de Ila cresta neural

Para estudiar la diferenciacion de la CN se han utilizado modelos in vivo e in vitro. En estudios
in vitro utilizaron células pluripotenciales y se sometieron a diferentes protocolos para inducir

S o cultivarlas en medio libre de suero.'®

neuronas, como la adicion de acido retinoico
Inicialmente, se consiguid la induccién de la CN a partir de células troncales embrionarias de
ratén usando la actividad inductora derivada de las células estromales (SDIA) con células PA6 7
y posteriormente se consiguié en CTE de humano al activar la via de sefializacién Wnt ® o la via
de Notch." Se sabe que durante la induccion de la CN participan diversas vias de sefializaciéon
y factores de transcripcion, como las vias de sefializaciéon de BMP4, FGF, Wnt y Notch, siendo

los inductores de CN en todos los organismos vertebrados 2°-2. Asimismo, en diversos modelos

experimentales, se estudié la importancia de diferentes factores de transcripcion como los de la
10



familia Snail (Snail y Slug) 24, FoxD3 %26, Xmsx1%’, Sox9 ?® y Sox10,% durante la especificacion
inicial de la CN. A pesar de los avances recientes y de la identificacion de nuevas vias de
sefializacion involucradas en el desarrollo de la CN como la de endotelina,® ain hay aspectos
que no se conocen, como la interaccion y la regulacion de los diferentes miembros de las vias
de sefializacion involucradas en la induccion, diferenciacion y migracion de la CN especialmente
en mamiferos. Ademas de los FT antes mencionados, el grupo del Dr. Aybar hizo estudios de la
participacion de Msx1 y Hairy2a en la induccion del desarrollo de la CN en Xenopus laevis, en
donde encontraron que Msx1 participa en la induccion de la CN, Hariry2a participa en la induccion
de progenitores neurales y la activacion de ambos factores transcripcionales promovié la
expresion de transcritos de Snail, un factor transcripcional caracteristico de la CN en X. laevis 'y
no de la CN de mamiferos. 2”*' Con base en estos estudios, evaluamo si la expresion simultanea
de HES1 y MSX1, durante la diferenciacion a CN de mamiferos, tienen alguna implicacion en el
nuamero de células obtenidas después de la diferenciacion y que tipo de células de la CN se

obtuvieron, a partir de CTE de ratén.

Hes1 y su funcién en el desarrollo de la CN

Los genes Hes (Hes1-7) son homodlogos de mamiferos de los genes de Drosophila Hairy and
Enhancer of Split [E(spl)], codifican proteinas nucleares que reprimen la transcripcion de manera
activa o pasiva.*? Estas proteinas tienen tres dominios conservados que se encargan de la
funcion transcripcional en todos los factores Hes: 1) El dominio bHLH que contiene el sitio de
union a DNA y la regiéon de dimerizacion, 2) EI dominio Orange que regula la seleccion del
heterodimero bHLH y 3) el domino WRPW en el C-terminal, que consiste de un tetra péptido Trp-
Arg-Pro-Trp, el cual reprime la transcripcion y también actia como sefial de poli-ubiquitinacion

para la degradacion de la proteina de Hes por el proteasoma. **-* (Figura 3)
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Figura 3.- Estructura proteinica del factor transcripcional Hes?1 de ratén. La proteina de HES1
contiene 3 dominios conservados bHLH (sitio de union a DNA), Orange (regula la seleccion de

heterodimero) y WRPW (regulacion de la transcripcion y degradacion) y esta conformado por 282 aa.

Las proteinas Hes también participan en la progresion del ciclo celular. *® En particular, HES1
es esencial para la auto-renovacion y la supervivencia de las células multipotentes neurales del
Sistema Nervioso Central (SNC). ** HES1 reprime la expresion de genes pro-neurales como la
expresion de Mash1, Neurogenina-2 (Ngn2) y Math1. Las mutaciones en los genes Hes de
vertebrados, demostraron que las proteinas HES son represores esenciales para el desarrollo
de los neuroblastos en el SNC, observandose fenotipos sin cierre del tubo neural, anomalias en
ojos, oidos y defectos craneofaciales.®® Con base en lo anteriormente descrito, en el 2006
evaluaron la participacion de los genes Hes en la diferenciacion de células que no provenian del
tubo neural, especificamente en las células de la cresta neural. Kageyama y cols. generaron
ratones Knock-Out (KO) para Hes? y Hesb, en donde analizaron el efecto en el desarrollo del
sistema nervioso periférico (SNP). EI SNP se origina de la cresta neural y esta conformado por
los nervios craneales y los nervios de la médula espinal. Mediante inmunotinciones e
hibridaciones in situ, evaluaron la formacion de neurofilamentos, caracteristicos del SNP y
observaron que la ausencia de estos dos genes provoco una severa desorganizacion en el
sistema nervioso craneal y espinal, lo cual indicé que HES1 y HES5 participan de forma muy
importante en el desarrollo del SNP. *° Otros estudios en 2010 evaluaron la participacion de
Hes1 en la morfologia craneofacial en ratdon. En este estudio usaron ratones nulos para Hes1y

observaron que la ausencia de este represor alterd el desarrollo de estructuras derivadas de la
12



CN craneal, como la formacion del cartilago nasal, la mandibula, el maxilar y la lengua. Estos
resultados sugieren que HES1 participa de manera muy importante en la regulacion del

desarrollo de la cresta neural craneal y de las estructuras que se derivan de ella.*°

Regulacion de la expresion Hes1

La expresion de Hes1 se regula por la via de senalizacion de Notch. Notch es una familia de
receptores conservados, que se activan por la interaccion célula-célula, mediante ligandos
especificos, Delta-1, 3 y 4 y Jagged 1-2, a través de la interaccion con cuatro posibles receptores
Notch1-4. ' Una vez activado Notch, se llevan a cabo una serie de cortes proteoliticos (y-
secretasa) que resultan en la liberacion del dominio intracelular de Notch (NICD por sus siglas

en inglés “Notch Intracellular domain”). #2

NICD se transloca al nucleo y forma el complejo
activador de la transcripcion junto con la proteina de unién a DNA, CBF1. Este complejo
reconoce una secuencia especifica en sus genes blanco como Hes7 promoviendo su

transcripcion y posteriormente su traduccion para efectuar la funcion represora de genes como

Mash1 y Ngn2. 44 (Figura 4)

En células de raton en cultivo, se encontré que los niveles de mRNA y proteina de HES1 son
oscilatorias en respuesta al tratamiento con suero, expresandose cada 2-3 horas, asi como
también se observé que los progenitores neurales muestran este tipo de oscilaciones, esto
permite la diferenciacion de las células o el mantenimiento en un estado multipotente, en donde
el incremento en la expresion inhibe la proliferacion y la diferenciacion de estas células. Por otro
lado, también se evalud la expresion de los transcritos de Hes1 en CTE de ratén encontrandose
que los niveles de Hes1 también son oscilatorios, pero en un periodo de 3-5 horas. Estas

oscilaciones contribuyen a que la respuesta en la diferenciacion sea heterogénea. 4°46
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Figura 4.- Regulaciéon de la transcripcion de Hes1. La activacion de la via de Notch promueve la
transcripcion del mMRNA de Hes1. Hes1 se une a sus genes blanco y suprime su expresion. Modificado de

Shimojo et al., 2011.

Msx1 y su funcidén en el desarrollo de la CN

Los genes Msx codifican para factores transcripcionales que se caracterizan por su funcion
represora *’ y se relacionan al gen homeobox de segmentaciéon muscular de Drosophila (msh).
Estos genes pertenecen a la familia de homeoproteinas (Figura 5). La funcion como regulador
de la diferenciacion se da por la represion de sus genes blanco, en particular la inhibicién de la

diferenciacion de mioblastos, al inhibir a MyoD. *® Se ha demostrado que MSX1 se localiza en la
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periferia del nucleo, la cual es necesaria para que MSX1 reprima la expresion de sus genes
blanco, esta localizacion se asocia con la marca represiva de la metilacion de la histona 3
(H3K27me3) durante el desarrollo embrionario *°. En los vertebrados, MSX1 y MSX2 participan

50-55

en diferentes tipos celulares para controlar la proliferacioén, diferenciacion y sobrevivencia.

56

En el raton, la familia de genes Msx se constituye por tres miembros, MSX1, MSX2 y MSX3, los

cuales comparten una homologia del 98% en su Homeodominio.®’

Msx1y Msx2 se expresan
durante la embriogénesis, en varios sitios de induccién epitelio-mesénquima como las
extremidades, corazén, arcos branquiales y procesos craneofaciales, asi como también en la

region dorsal del tubo neural y cresta neural.® En el raton, Msx3 se expresa exclusivamente en

la region dorsal del tubo neural, caudalmente hacia el istmo.

1 172 231 303 aa

Figura 5.- Estructura proteinica del factor transcripcional Msx1. Contiene la regién de Homeodominio

para la unién a DNA. La secuencia proteinica de MSX1 se constituye por 303 aa.

En el raton los homocigotos nulos de Msx7, mueren al momento del nacimiento con multiples
defectos craneofaciales, incluyendo el paladar hendido, asi como la reduccién de la mandibula
y del maxilar. * Otros estudios demostraron que la ausencia de Msx71 y Msx2 provocd una
alteracion en el patrén y la sobrevivencia de las células de la cresta neural craneal y cardiaca.
La ausencia de estos genes aumento la apoptosis de las células de la CN asi como un retraso
en su migracion, promoviendo una alteracién en la organizacién de los ganglios craneales asi

como una organizacion anormal en el desarrollo del corazon.
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Regulacion de la expresion Msx1

La expresion de Msx1 durante la embriogénesis requiere de un mecanismo de regulacién muy
preciso para que Msx1 se exprese de una manera adecuada en un tiempo y espacio. Diferentes
trabajos demostraron la regulacion de Msx 1y describieron tanto el efecto que tiene el incremento
en la expresion como la delecion de Msx1 durante el desarrollo embrionario y la diferenciacion

%061 Otros grupos demostraron la participacion del Homeodominio y los diferentes

celular.
residuos del transcrito de Msx7 para la represion transcripcional, asi como también definieron a
una regién del gen como el promotor basal para la regulacion de la expresion de Msx1. 5254 Por
otro lado, hay evidencia que indica que Msx1 se induce por las proteinas morfogénicas de hueso
(BMPs, por sus siglas en inglés “Bone Morphogenetic Proteins). Ensayos in silico, encontraron
tres sitios de unién para las proteinas SMAD. Demostraron que el sitio de unién, en el promotor
basal, SMAD8 es necesario para la activacion transcripcional de Msx71 y por otro lado,

demostraron que Msx17 se regula por un complejo proteico SP1/TBP (proteinas de union a la caja

TATA)/CBP que incrementa la transcripcion al unirse al promotor basal. °%° (Figura 6)
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Figura 6.- Regulacion de la transcripcion de Msx1. La activacion de la via de BMP’s, permite la
transcripcion del mRNA de Msx1. MSX1 se localiza en la periferia del nucleo y suprime la expresion de

sus genes blanco como MyoD y Myf5.

Lo anterior indica que ambos factores transcripcionales participan en la diferenciacion hacia
linajes de CN. Por lo tanto, evaluamos si la activacion simultanea y regulada de los factores
transcripcionales HES1 y MSX1 transgénicos, induce la diferenciacion a derivados de la CN de

mamiferos.
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Receptor a glucocorticoides humano como sistema inducible

Los glucocorticoides son hormonas de estrés primarias, sintetizadas en la corteza adrenal y
liberadas al flujo sanguineo en respuesta a estrés fisiolégico y ambiental. Intracelularmente, los
glucocorticoides interactuan con el receptor a glucocorticoides (GR) distribuido en el citoplasma
y promueven su translocacion del citoplasma hacia el nucleo. El GR activado por la hormona,
se une a los elementos de respuesta a glucocorticoides (GREs, por sus siglas en inglés
Glucocorticoid response elements) en el DNA o interactia con varios factores transcripcionales
para incrementar o disminuir su expresion.”® Las caracteristicas de este receptor permiten
utilizarlo como un sistema inducible para la translocacion de genes desde el citoplasma hacia el

nucleo de una manera controlada en respuesta a glucocorticoides sintéticos, como la Dex. 273171
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2. JUSTIFICACION

Se sabe que la ausencia de Hes71 o Msx1 promueven cambios morfolégicos importantes en las
estructuras derivadas de las células de la CN. Sin embargo, no se conoce cual es la funcién de
estos represores transcripcionales al elevar su expresion de forma regulada en una misma célula

e inducir la diferenciacion hacia derivados de la CN.

3. HIPOTESIS

La activacién simultdnea de los factores transcripcionales HES1 y MSX1, con un sistema
inducible, en células troncales embrionarias de raton, facilitara la diferenciacion hacia células de

la cresta neural in vitro.

4. OBJETIVO GENERAL

Evaluar si la activacion simultanea de HES1 y MSX1 incrementa la diferenciacion de células

troncales embrionarias de ratén a derivados de la cresta neural.

Objetivos particulares:

1. Probar si las formas inducibles de HES1 y MSX1 responden a la adicién de
glucocorticoides en células de mamifero transfectadas transitoriamente.

2. Establecer lineas de células troncales embrionarias que contengan los transgenes
inducibles de HES1, MSX1 Y HES1+MSX1 que respondan a la adicion de
glucocorticoides.

3. Usar protocolos de diferenciacion en las células troncales embrionarias transgénicas,

estableciendo si estas variantes favorecen la induccion de la cresta neural.
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5. DISENO EXPERIMENTAL

—a) Obtencion de las construcciones
a) GR (pcDNA3.1-myc/His) iz ET;; zs 1z
b) Hes1-GR (pcDNA 3.1-myc/His) s k228 &

c) Msx1-GR (pcDNA3.1 Hygro)

— | 1.- Evaluacion del sistema inducible | — b) Transfeccion transitoria de las
contrucciones en células NIH-3T3.

c) Evaluar la tranlocacién nuclear después
de la adicién de Dex.

- Inmunotincién anti-6X His y anti-Msx1

pcDNA™3.1/
myc-His

=
6267 bp

Expresion de plasmidos en CTE

)

b) Andlisis de la insercién de los
transgenes en el genoma mediante
PCR.

c) Verificacién de la pluripotencia de las
lineas transgéncias

a) Inmunotinciéon

- b) gRT-PCR

2.- Generacién de CTE transgénicas | =

Disefio experimental

[ a) Co-cultivo de PA6 con CTE
transgénicas
b) Induccién de la diferenciacion
a) Andlisis de la expresion del
3.- Diferenciacion de CTE a . mRNA mediante RT-gPCR
— | derivados de la CN b) Evaluacion de la expresion de B-
) Tubulina Ill y a-sma mediante
inmunotinciones Q -

c) Cultivo en micromasas

6. MATERIALES Y METODOS

Cultivo celular

Fibroblastos embrionarios de raton NIH-3T3

Los fibroblastos embrionarios de ratén, NIH-3T3, se mantuvieron en cultivo bajo las
siguientes condiciones. Medio para cultivo Dubelcco’s Modified Eagle Medium (DMEM)
suplementado con: 10% de Suero Fetal Bovino (FBS, por sus siglas en inglés, Fetal Bovine
Serum), 2 mM de Glutamax (GIBCO) y 50 U/mL de penicilina-estreptomicina (Thermo Fisher
Scientific). Las células se mantuvieron en cajas de cultivo de 10 cm, previamente tratadas con

0.1 % de gelatina (Sigma), 5% CO, a 37°C.
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Células troncales embrionarias de raton

Las células troncales embrionarias de raton, W9.5, se mantuvieron en cultivo con medio
Knock-out Dubelcco’s Modified Eagle Medium (KO-DMEM) suplementado con 15% de FBS,
1000 U/mL del factor inhibitorio de Leucemia (LIF, por sus siglas en inglés, Leukemia Inhibitory
Factor), 0.1 mM de aminoéacidos no esenciales, 2 mM de Glutamax (GIBCO) 55 uyM de 2-
mercaptoetanol, 50 U/ml penicilina-estreptomicina (Thermo Fisher Scientific). Para mantener a
las células en estado pluripotente, se agrego el inhibidor de GSK3 (3uM CHIR99021, Millipore) y

el inhibidor de ERK (1 uM PD0325901, Sigma), también conocidos como 2i.

Células estromales con actividad inductora (células PAG)

Las células estromales PA6 se mantuvieron en cultivo en Minimum Essential Media (a-
MEM) suplementado con 10% FBS y 50 U/ml penicilina-estreptomicina (Thermo Fisher
Scientific). Las células PA6 se mantuvieron en cajas de cultivo, previamente tratadas con 0.1%
de gelatina, 5% CO, y a 37°C. Las células fueron inactivadas mitdéticamente con 10 yg/mL de
Mitomicina C y se mantuvieron durante 2 horas a 37°C y 5% de CO.. Después de 2 horas, las
células se lavaron 2 veces con PBS y se mantuvieron en cultivo con a-MEM durante 24 horas.
Las células se cosecharon y se resembraron 1x10° células por pozo de una caja de 24 pozos,

para realizar los ensayos de induccion de la diferenciacion.

Diseno y construccion de los transgenes

El disefio de proteinas inducibles por hormonas permite controlar el tiempo en el que estas
ejercen su accion.”>"® Para controlar la expresion elevada temporal de Hes1y Msx1, se amplificd
el sitio de union al ligando del receptor a glucocorticoides humano (hGR) con oligonucleétidos

especificos, la secuencia se muestra en la tabla 1.%

hGR se clon6 en marco de lectura y rio
arriba, entre los sitios de restriccion Sacl y Xhol, de la secuencia que codifica para myc-His-tag,

para obtener la construccion hGR-pcDNA3.1-myc-His (GR). Este plasmido control s6lo expresa
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el hGR y el myc-His tag y su tamafo es de 6267 pb, el plasmido resultante se encuentra en la
tabla 2. La secuencia del marco de lectura abierto (ORF, del inglés “Open Reading frame”) de
Hes1 y la secuencia ORF de Msx1 de Mus musculus, fueron amplificadas mediante una PCR de
alta fidelidad del cDNA de Hes1 y de Msx1, utilizando los oligonucleétidos especificos (Tabla 1).
Para Hes1, se amplifico a partir de la clona ID 6478994 (cat. # MMM1013-9200434,
Openbiosystems libraries) y para Msx1 a partir de la clona ID 4923403 (cat. # MMM1013-
202766935, Openbiosystems libraries), una vez que los amplicones fueron purificados, cada uno
se ligé al vector pCR-Topo-TA. El fragmento amplificado codifica para Hes1, 284 residuos de
aminoacidos sin el codon de paro y contiene los tres dominios estructurales, bHLH, Orange y
WRPW. Msx1 contiene los tres dominios estructurales, el dominio represor, el Homeodominio
(sitio de unidn al DNA) y la secuencia de localizacion nuclear (NLS, del inglés “nuclear localization
sequence). Los vectores pTopo-Hes1 y pTopo-Msx1 se digirieron y se sub-clonaron entre los
sitios Hindlll y BamHI del vector que contiene a GR para obtener las construcciones: Hes71-GR-
pcDNA3.1-myc-His (Hes7-GR) con un tamafo de 7034 pb y Msx71-GR-pcDNA3.1-myc-His,
ambos con resistencia al antibiético G418. Para poder tener un plasmido con una resistencia a
antibidtico diferente a G418, Msx71-GR se sub-clond entre los sitios Hindlll y Xhol del plasmido
pcDNA3.1-Hygromicina, para obtener la construccion Msx71-GR-pcDNA3.1-Higromicina (Msx1-
GR) con un tamano de 7035 pb. Los plasmidos resultantes se muestran en la tabla 2. Se utilizaron
células bacterianas DH5a. para expandir los plasmidos. Las colonias fueron seleccionadas con
100 pg/mL de Ampicilina (Sigma, A0166). Se extrajo el DNA plasmidico utilizando el kit Miniprep

(Qiagen), cada construccion se verificO mediante secuenciacion.

Evaluacion de la funcionalidad del sistema inducible

Para evaluar la funcionalidad de las construcciones, se utilizaron células NIH-3T3 por su facilidad

para transfectar y por su crecimiento en monocapa. Se sembraron 2x10* células por pozo en una
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placa de 24 pozos y se cultivaron en medio DMEM sin rojo de fenol (31-053-028, GIBCO)
suplementado con 10% de FBS pre-adsorbido con carbon activado (Sigma). Después de 24
horas, las células se transfectaron con 800 ng de DNA plasmidico, se utilizé Lipofectamina 2000
(Invitrogen) como lipido catiénico para permitir la incorporacion del DNA plasmidico a la célula.
Después de 48 horas de transfeccion, las células fueron estimuladas con 10 y 100 uyM de
Dexametasona (Dex; D2915, Sigma). Después de 24 horas, las células se fijaron con 4% de
para-formaldehido (PFA) en PBS 1X y se hizo una inmunofluorescencia con anticuerpos
especificos como esta descrito en la seccion de tincion para inmunofluorescencia. La
translocacion nuclear se cuantificd utilizando el software Image J. Brevemente, utilizando la
herramienta de dibujo (forma libre), se selecciond el nucleo de cada una de las células con tincion
positiva para 6X-His tag y MSX1. Para eliminar la sefal de fondo, se selecciond la region
adyacente a la célula que no tenia fluorescencia. Se considerd la densidad integrada y el
promedio de “grey value” para calcular la fluorescencia corregida de la célula (CCF), utilizando
la siguiente ecuacion: CCF= Densidad Integrada-(Area de la célula seleccionada x promedio de
la fluorescencia del fondo “grey value”). Se contaron 100 células en cada experimento. Se

muestran los resultados de tres experimentos independientes.

Generacion de lineas de CTE de ratén transgénicas

Para obtener células troncales embrionarias de ratén (células W9.5) que expresaran de forma
estable cada una de las construcciones, se tomaron 2.5 x10° CTE y se electroporaron con 3 ug
de cada DNA plasmidico; GR, Hes1-GR, Msx1-GR y Hes1-GR+Msx1-GR, se ultilizo el sistema
de nucleofeccion (Lonza) y se siguieron las instrucciones del fabricante. Después de la
electroporacion, las células se mantuvieron en cultivo con KO-DMEM suplementado, para
mantener la pluripotencia se adicionaron al medio de cultivo LIF y 2i. Dos dias después de la

electroporacion, las CTE que incorporaron el DNA plasmidico se seleccionaron durante 10 dias
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con: 300 pyg/mL de G418 para GR y Hes1-GR y con 200 ug/mL de Higromicina para las clonas
positivas para Msx1-GR. Las clonas se expandieron y se mantuvieron en cultivo en presencia de

100 pg/mL de G418 y/o 110 pg/mL de Higromicina B.

Analisis de la insercion de los transgenes

Para determinar si el DNA plasmidico se integré al genoma de las CTE, se extrajo el DNA de las
clonas resistentes y se evalud la presencia de GR, HGR y MGR mediante PCR punto final,

utilizando oligonucleoétidos especificos (Tabla 3).

Induccion de diferenciacion de CTE a CCN

Las CTE se cosecharon utilizando TripleXpress (Gibco) y se resuspendieron en medio fresco
DMEM suplementado sin rojo de fenol. Las células se contaron y se co-cultivaron con las células
PAG inactivadas mitéticamente. Se colocaron 2.5x10° células/mL por pozo de una caja de 24
pozos y se dejaron en co-cultivo durante 8 dias en medio de diferenciacion (DMEM sin rojo de
fenol, 10% FBS pre-adsorbido con carboén activado, 2 mM Glutamax, 0.1 mM aminoacidos no

esenciales, 1 mM de piruvato de sodio y 0.1 mM de 2-mercaptoetanol).

Con base en lo descrito por Mizuseki y cols., para inducir la diferenciaciéon hacia cresta neural, al
dia 5 de co-cultivo con las células PAG, se agregd 0.5 nM de BMP4. ' Al dia 8 de diferenciacion,
las células se cosecharon con papaina y se resembraron en pozos previamente tratados con
fibronectina. Las células se mantuvieron en cultivo durante 48 horas en medio de diferenciacion
suplementado con 15% de extracto de embrién de pollo.”* Después de este tiempo, las células
se cosecharon para realizar la extraccion de RNA y por otro lado se fijaron con PFA al 4% para
hacer inmunotinciones. Para la diferenciacion de las lineas celulares transgénicas se siguio el

protocolo antes mencionado y la activacion de la construccion de Hes1 y/o Msx1 se hizo con la
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adicion de Dex [10 pM]. EIl estimulo inici6 desde el dia 1 de diferenciacién. El medio de

diferenciacién se cambié cada tercer dia, asi como la Dex. (Figura 7)

Cultivo en micromasas y tincién con azul alciano

Para obtener cultivos en micromasas, las CTE de ratén se co-cultivaron con las células
estromales PAG, de acuerdo con el protocolo previamente descrito. Al dia 8 de diferenciacion,
las células se cosecharon y se cuantificé el nimero total de células. Para tener el cultivo en
micromasas, se tomaron 2x10° células y se resuspendieron en un volumen de 10 pl de medio de
diferenciacién. Se tomaron los 10 pul de la suspensién y se colocaron en el centro del pozo de
una placa de 24 pozos. Las células, se dejaron en cultivo durante 3 h a 37 °C para su adhesion
y posteriormente se agregaron 500 ul de medio de diferenciacion sin perturbar la gota de células
(dia 0). Las células se cultivaron durante 3 y 10 dias. El medio de diferenciacion se cambi6 cada
tercer dia. En el dia 1 de cultivo se adicion6 la Dex para continuar con la expresién constitutiva
de Hes1 y/o Msx1, respectivamente. Después de 3 o 10 dias, los cultivos en micromasas se
lavaron con PBS. Para fijar las células se utilizé la solucion de Khale, la solucion se agregé y se
dejo durante 20 minutos a temperatura ambiente. Se retird la solucion de Khale y las células se
cubrieron con una solucién de Azul alciano (0.5% de azul alciano en HCI 0.1N). El azul alciano
es un colorante basico que se utiliza para identificar los polisacaridos acidos por los
glicosaminoglicanos y proteoglicianos presentes la matriz extracelular de los condrocitos que
forman el cartilago. Los cultivos se incubaron durante dos dias a temperatura ambiente y en
agitacion leve. Después de la incubacion con el azul alciano, los cultivos se lavaron dos veces
con HCI [0.1 N] durante 5 minutos. Los cultivos se guardaron en PBS a 4 °C hasta la adquisicion

de las imagenes resultantes. ° (Figura 7)
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Las imagenes se adquirieron con un microscopio invertido (Nikon DIAPHOT) y se digitalizaron a
8 bits. Estas imagenes se procesaron, se elimind el fondo y se agregé un filtro “Cyan Hot”

utilizando el programa de acceso libre Fiji (Figura 18 A-H).

Las imagenes tomadas con una alta magnificacion se adquirieron con un microscopio invertido

Nikon eclipse TE2000-U y se realizé un ajuste minimo al brillo y al contraste. (Figura 18 1-X)

Extraccion de RNA y sintesis de cDNA

Se extrajo el RNA total de las células utilizando el reactivo TRIZOL (Molecular Research Center,
Inc). La integridad del RNA se observé en un gel de agarosa al 1% y se visualizd mediante la
incorporacién de bromuro de etidio. Para sintetizar el cDNA, se utilizé6 1 yg de RNA y se llevé a
cabo una retro-transcripcion utilizando dNTPs (Promega), 100 U de retro-transcriptasa

Superscript 111, 500 ng de oligo(dT)12-1s (Invitrogen), se siguieron las instrucciones del fabricante.

Amplificacién génica

RT-PCR punto final

Las reacciones de PCR se realizaron utilizando 300 ng de cDNA, 2U de DNA Taq polimerasa
recombinante (Invitrogen), 10 yM dNTPs (Promega), 1.5 mM de MgCl; (Invitrogen) y 0.5 uM de
los oligonucleétidos especificos (Tabla 4). Los productos de PCR se analizaron por electroforesis
para determinar el peso molecular después de la tincion con bromuro de etidio. Las reacciones
con RNA en ausencia de retro-transcripcion se incluyeron como control negativo de la reaccion.
El gen enddgeno, B-actina, se utilizd para normalizar la expresion de los genes. La expresion de
los genes de las lineas celulares transgénicas diferenciadas en la condicion control se

compararon con los derivados obtenidos después del tratamiento con Dex.
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RT-PCR cuantitativo

Se extrajo el RNA de las células y se realizé la reaccion de retro-transcripcion para
obtener el cDNA. Se evalué la expresion de los genes de pluripotencia y genes de diferenciacion
en cada una de las lineas celulares. La amplificacion de cada gen se realizé con oligonucledétidos
especificos (0.3 uM de cada oligonucleétido) y utilizando el kit “iTaq Universal SYBR Green
Supermix” (Bio-Rad). Para la reaccion de PCR se uso el termociclador de tiempo real CFX96
(Bio-Rad), la reaccion se realiz6 durante 40 ciclos de acuerdo con las instrucciones del fabricante.
La secuencia de los oligonucleotidos se muestra en la tabla 5. Los experimentos se hicieron por

triplicado.

Inmunotincion

Las células se fijaron con 4% de PFA durante 10 min a temperatura ambiente. Se retir6 el PFA
y las células se lavaron tres veces con PBS. Para permeabilizar las células, se prepard buffer
para permeabilizar (0.5% de Triton X-100 en PBS 1X) y se dejo incubando durante 1 hora a
temperatura ambiente. Se retird el buffer para permeabilizar y se agreg6 solucién de bloqueo
(10% de suero normal de cabra en PBS 1X) y se dejo incubando al menos 1 hora. Se agregé el
anticuerpo primario segun corresponda y se dejé incubando toda la noche a 4 °C. Al dia siguiente
se retird el anticuerpo primario y las células se lavaron 5 veces durante 5 minutos en agitacion
con 0.1 % de BSA en PBS 1X. Se agrego el anticuerpo secundario y se dejé incubando durante
1 hora a temperatura ambiente. Se retird el anticuerpo secundario y las células se lavaron 5
veces durante 5 minutos en agitacion con 0.1 % de BSA en PBS 1X. La tincion de los nucleos
se hizo con 1X del reactivo de Hoechst 33342 (Sigma). Los anticuerpos que se usaron y las

diluciones, se muestran en la tabla 6.
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Analisis estadistico
Los datos mostrados son el resultado de al menos tres experimentos independientes. Los
resultados son el promedio + SEM. Los datos se analizaron con un analisis de varianza ANOVA
de una o dos vias y se realizé una comparacion multiple de Tukey. Los valores de p < 0.05 se

consideraron estadisticamente significativos.
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7. RESULTADOS

7.1 Expresion de Hes1 y Msx1 en CTE tipo silvestre en condiciones

pluripotentes y diferenciadas hacia CN

Para evaluar la funcién de Hes1 y Msx1 en la diferenciacion de las CTE de ratdn hacia derivados
de la CN, se us6 la actividad inductora de las células estromales PA6 durante 5 dias®,
posteriormente se agregé BMP4 para inducir el compromiso hacia derivados de la CN."” Los
cultivos se trataron desde el dia 5 hasta el dia 8 con 0.5 nM de BMP4. Al dia 8, las células se
cosecharon mediante el tratamiento con Papaina y sembradas en cajas cubiertas con
fibronectina en medio de diferenciacion neural con extracto de embrién de pollo sin BMP4, una
condicién que favorece la diferenciacion hacia células de musculo liso (a-SMA™) y derivados

neurales (B-Tubulina llI*). (Figura 7)

Células
estromales
PAG Células
mitoticamente resembradas
inactivas en cajas
@) cubiertas con
CTE BMP4 [0.5 nM] fibronectina
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Figura 7. Diferenciacion de células pluripotentes a derivados de la cresta neural y cultivo en

w1 *
S
~N 4 *

micromasas. El esquema muestra el protocolo de diferenciacion hacia derivados de la cresta neural. Las
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células estromales PA6G se activaron mitéticamente y resembradas como una monocapa de células para
inducir la diferenciacién neural de las CTE de ratéon. La adicion de BMP4 promovié la adquisicion del
destino a cresta neural. Después de 10 dias de diferenciacion, se detectaron neuronas, células de musculo
liso y condrocitos. Para la identificacion de condrocitos, se hicieron cultivos en micromasas después de 8
dias de diferenciaciéon y se mantuvieron en cultivo por 10 dias mas. Las puntas de flecha en azul indica
cuando se resembraron las células. Los asteriscos en rojo indican la adicion de Dex para promover la

translocacion nuclear de las diferentes construcciones.

Para evaluar los niveles de expresién endogena de Hes1 y Msx1 en ceélulas pluripotentes
silvestres, se extrajo el RNA de células en cultivo con 2i/LIF sin Dex. En las células W9.5 que se
sometieron al protocolo de diferenciacion de CN, no observamos un incremento significativo en
la expresién de Hes1, sin embargo, observamos un incremento significativo en la expresion de
Msx1. (Figura 8) Estos resultados indican que una elevada regulacién de Msx1 se observé
después de la induccion hacia CN. Sin embargo, no se sabe si la estimulacién sostenida y
controlada, promoviendo la translocacién nuclear de uno o los dos factores transcripcionales
influye en el compromiso hacia CN durante la diferenciacion de las células pluripotentes. Por lo

anterior, el sistema inducible nos ayudara a corroborar esta idea.
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Figura 8. Expresion de Hes1 y Msx1 en condiciones pluripotentes y en células diferenciadas a CN.
Mediante RT-PCR semi-cuantitativo se cuantificaron los transcritos endégenos de estos dos genes en
células pluripotentes W9.5 cultivadas en 2i/LIF, y después de 10 dias de diferenciacion en células PAG.

La expresion de Hes1 incrementd de manera no significativa. Por otro lado, detectamos un incremento
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significativo en la expresion de Msx1 después de la diferenciacion hacia CN. Se muestra el promedio +
SEM. Se realiz6 un analisis de varianza (ANOVA) de una via, se hiceron comparaciones y se aplico la

prueba de Tukey para evaluar si habia diferencias. *p= 0.032

7.2 Construccion de plasmidos e induccién de la localizacién nuclear

Para tener un sistema inducible, se clonaron las secuencias de cDNA de GR 6 Hes1-GR (Figura
9A) en el vector pcDNA3.1/myc-His, el cual tiene un tag de 6 Histidinas (6X tag), que sirve para
ser reconocido con un anticuerpo especifico. Por otro lado, también se sub-clon6 el cDNA de
Msx1-GR (Figura 9A) en el vector pcDNA3.1-Higromicina B entre los sitios de Hindlll y BamHI

(Figura 9B). Los plasmidos resultantes se denominaron GR, HGR y MGR respectivamente

(Figura 9B).
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Figura 9.- Generacion de células troncales embrionarias de ratéon transgénicas que expresan Hes1
y Msx1. A) Esquema del sitio de union a ligando del receptor de glucocorticoide humano (GR) que servira
como plasmido control. Esquema de las regiones de Hes1y Msx1 que se fusionaron con GR. B) El cDNA
del GR fue clonado en el vector pcDNA3.1/myc-His, obteniéndose un tamafo de 6267 pb; Este plasmido
se uso para clonar en marco de lectura a Hes1y Msx1, obteniéndose un plasmido de 7034 pb para HGR.
La construccion obtenida de Msx1-GR fue sub-clonada, usando los sitios de restriccion Hindlll y Xhol en

el plasmido pcDNA3.1/Hygro, obteniéndose un plasmido de 7035 pb.

Para evaluar la funcionalidad del sistema inducible con Dex, los plasmidos se transfectaron
transitoriamente en fibroblastos 3T3. Se evalud la translocacion nuclear con diferentes
concentraciones de Dex (10, 50 y 100 uM) para determinar la concentracion a la cual se
presentaba la mayor translocacion nuclear. Observamos que con 100 uM se obtuvo el mayor %
de translocacion nuclear. (Figura 10A) La cuantificacion de la translocacion nuclear se hizo
obteniendo la fluorescencia de la célula corregida (CCF= Densidad Integrada - (Area de célula
seleccionada * Fluorescencia media del background)). Después de calcular la CCF, observamos
que la adicion de Dex incrementd la CCF en el nucleo. Con respecto a Msx1, soélo se
cuantificaron las células que mostraron sefial en el nucleo y se expresdé como el porcentaje de

células MSX1 con marca positiva nuclear. (Figura 10B)

Con base en estos resultados, las CTE transgénicas se trataron con 10 uM de Dex, la
translocacion nuclear se evalud por inmunotincion, sin embargo la visualizacion fue complicada
debido a que la proporcion de nucleo:citoplasma en las CTE, en donde el area del nucleo es
mayor que la del citoplasma. Por otro lado, los experimentos de diferenciacién se hiceron con
10 uM de Dex debido a que con 100 uM disminuy6 el numero de células al término de la

diferenciacion.
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Figura 10. Expresion e induccion de la translocacion nuclear de los transgenes. Se hicieron
transfecciones transitorias en células de fibroblastos embrionarios de ratén NIH3T3 con las construcciones
A) HGR (imagen izquierda) o MGR (imagen derecha). Después de 48 horas de la transfeccion, las células
se trataron con 100 uM de Dex y se dejaron en cultivo durante 24 horas. La translocacion nuclear se
evaluo con anticuerpos especificos para identificar a Hes1 con el anti-6X-His tag 6 Msx1, respectivamente.
B) Cuantificacién de la fluorescencia corregida de 6X-His tag en el nucleo para células sin tratar o células
estimuladas con Dex. Para Msx1, se calculé el porcentaje de nucleos positivos para Msx1 después de la

adicion de Dex. Analisis estadistico t-student *p< 0.05, **p<0.01.

7.3 Obtencién de CTE transgénicas con GR, HGR, MGR o HGR+MGR

Las CTE de raton W9.5, se electroporaron con los plasmidos GR, HGR, MGR o HGR+MGR.

Después de la electroporacion, las células se trataron con el antibiético de seleccion. Las células
33



que incorporaron GR o HGR se seleccionaron con 300 pg/mL de G418, con 200 pg/mL de
Higromicina B para las que incorporaron MGR y para las dobles transgénicas se utilizaron ambos
antibidticos. La seleccion de las clonas resistentes a los antibioticos se hizo durante 10 dias,
para posteriormente aplicar una concentracion de mantenimiento, 100 pug/mL y 110 pg/mL,
respectivamente, durante 11 dias mas. Después de este tiempo, se observaron varias colonias,
la cuales se seleccionaron y se expandieron en medio KO-DMEM suplementado, se agregé LIF
y 2i para mantener la pluripotencia y el antibiético de seleccion a la concentracion de

mantenimiento.

7.4 Analisis de la incorporacion de los transgenes en las clonas

resistentes.

Para identificar si se incorporaron los transgenes en el genoma de las células que resultaron
resistentes a los antibidticos, se extrajo el DNA gendmico de cada una de las clonas resistentes
al antibiético de seleccion. Se usaron oligonucleotidos especificos (tabla 3) para GR/myc-His
(208 pb), GR (577 pb), MGR (482 pb) 6 HGR (900 pb). El sitio de hibridacion y el tamafio del
amplicén generado por los oligonucleétidos se muestra en el esquema presentado en la figura
11B y 11C. EIl gen enddgeno que se uso fue GAPDH (576 pb). Después del andlisis de la
incorporaciéon de los transgenes, identificamos varias clonas que incorporaron los diferentes
transgenes; GR (cuatro clonas), HGR (seis clonas), MGR (cinco clonas) y HGR+MGR (dos

clonas). (Figura 11)
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Figura 11. Obtencion y analisis de CTE de raton que incorporaron a Hes? y/lo Msx1. A) Esquema
del dominio de unién al ligando del receptor de glucocorticoide humano (GR). Control de la transfeccion.
También se muestra la longitud del cDNA de Hes1 y Msx1 que fueron clonados en marco con GR para
producir los plasmidos mHes1-GR (HGR) o mMsx1-GR (MGR). B) Después de la electroporacion y la
seleccion de las CTE transgénicas, la incorporacion de los trangenes en cada una de las clonas se evalu6
mediante la amplificacion del DNA gendmico, por PCR, con oligonucleétidos especificos. El fragmento de
GR se identificé con dos pares de oligonucledtidos para identificar a las clonas, designadas como G (GR).
Para las células que se electroporaron con Hes1-GR (HGR) o Msx1-GR (MGR), varias clonas fueron
identificadas como positivas y se designaron como H (HGR) o M (MGR) respectivamente. C) Las CTE

fueron transfectadas con los dos plasmidos, Hes7-GR+Msx7-GR. Para identificar las clonas doble-
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positivas (H+M), los oligonucleétidos que se muestran fueron los que se utilizaron para la amplificacion.
Las clonas 14 y 20 incorporaron ambas construcciones. EI DNA gendémico de las CTE W9.5 se us6 como
control negativo de la incorporacién de los transgenes. (C-) indica que el control negativo de la reaccion,

la reaccién contiene agua, en lugar de DNA.

Para evaluar si los transgenes afectaron los marcadores de pluripotencia de las células, se
hicieron inmunotinciones para identificar a OCT4, SOX2 Y NANOG, tanto en la linea parental
W9.5 como en las lineas transgénicas. Las células W9.5 y las lineas transgénicas expresaron
los marcadores de pluripotencia (Figura 12 y 13A). Por otro lado, se evalud la expresion del
mRNA, mediante RT-PCR cuantitativo (RT-gPCR), de cada uno de los marcadores de
pluripotencia. Observamos que los niveles de Oct4, Sox2 y Nanog fueron similares en las lineas

transgénicas, con un incremento significativo de Sox2 en las células HGR (Fig. 13B)

W9a.5

Figura 12. Las CTE de raton expresaron los marcadores de pluripotencia. Se evalué la expresion de
Oct4 y Sox2 en las células silvestres W9.5 mediante inmunotinciones. La tincion de los nucleos (azul) se

hizo con el reactivo de Hoechst. La barra representa 100 um.
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Figura 13. Las CTE transgénicas se mantuvieron pluripotentes. Se evalud6 la expresion de Oct4, Sox2
y Nanog de las células transgénicas mediante A) Inmunofluorescencia con anticuerpos especificos. Se

observé que las clonas seleccionadas continuaron expresando los factores de pluripotencia. B) RT-gPCR
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para cada una de las células transgénicas. Se hizo un andlisis de varianza (ANOVA) de dos vias seguido
por comparacion multiple de Tukey, indicando diferencia significativa en la expresion de Sox2 para Hes1-

GR (HGR) comparado con su clona control GR. ** p<0.0025. La barra representa 100 pum.

7.5 La expresidn del receptor a glucocorticoides humano, Hes1 y Msx1

son similares en las células transgénicas antes de la diferenciacién.

La integracion de los plasmidos en las CTE es aleatoria, por lo tanto, se evaluaron los niveles de
expresion del GR humano, el cual esta incluido en todas las construcciones transgénicas. El
cDNA se obtuvo de los cultivos de las células transgénicas que se mantuvieron en medico de
cultivo con 2i/LIF. EI cDNA de las CTE W9.5 se us6 como control negativo. Después de la
amplificacién mediante gPCR no se observd amplicon en las W9.5, como se esperaba. Por otro
lado, las lineas transgénicas expresaron el transgen, pero no se encontraron diferencias
significativas, esto sugiere que las lineas expresan niveles comparables de los transgenes.
(Figura 14A) Adicionalmente, para comparar los niveles endégenos de expresion de Hes1 y
Msx1 en las células silvestres y las transgénicas, se hizo una PCR punto final a partir del cDNA
de cultivos celulares que se mantuvieron en medio de cultivo con 2i/LIF. No se encontraron
diferencias significativas en la expresion de estos genes en condiciones no diferenciadas.

(Figura 14B)
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Figura 14. RT-PCR para detectar el transgen del receptor a glucocorticoides humano y los niveles
endogenos de Hes1 y Msx1 en células pluripotentes silvestres y lineas transgénicas. Se obtuvo el
RNA de las células W9.5, GR, HGR, MGR y HGR+MGR mantenidas con 2i/LIF. Para obtener el cDNA de
cada una de las clonas, se extrajo el RNA y se realizé una reaccion de retro-transcripcion. Posteriormente
se amplific6 mediante gPCR (A) con oligonucleétidos especificos para el receptor a glucocorticoides
humano (GR) mencionados en los métodos. Las células W9.5 no expresaron el transgen. La expresion
de la secuencia transgénica presente en todos los plasmidos se normalizé con la expresién del gen
endogeno B-actina. B) Se hizo una RT-PCR semi-cuantitativa para evaluar los transcritos de Hes1 y Msx1
en las células pluripotentes W9.5 (no transgénicas) y las células transgénicas (GR, HGR, MGR vy
HGR+MGR) cultivadas con 2i/LIF. Se muestra el promedio + SEM. Se aplicé un analisis de varianza

(ANOVA), se analizaron multiples comparaciones y se aplico la prueba de Tukey para evaluar diferencias
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significativas. No se encontraron diferencias significativas entre las cuatro lineas transgénicas. Los

resultados son el producto de 3-4 experimentos independientes.

7.6 Expresion de marcadores neurales y de cresta neural en las CTE

antes y después de la diferenciacion.

Para evaluar la participacion de Hes7y Msx1 en la diferenciacion neural a partir de las CTE, se
utilizaron las células estromales PA6 como inductoras de la diferenciacién neural. De acuerdo
con lo publicado en el afio 2000 por Kawasaki et al., al dia 5 de induccién de la diferenciacion
neural, se obtienen precursores neurales positivos a Nestina. © También se ha reportado que la
adicion de BMP4 al dia 5 de diferenciacion, utilizando el mismo protocolo de induccion,
compromete a las células a un destino de cresta neural.’ Por lo anterior, las células transgénicas
se co-cultivaron con las células PAG, al dia 5 de diferenciacion fueron estimuladas con 0.5 nM
de BMP4 para obtener derivados de la cresta neural, después de 8 dias de co-cultivo con las
PAG, las células se cosecharon y se resembraron en placas cubiertas con fibronectina, se
mantuvieron durante 48 horas en medio de diferenciacion neural suplementado con extracto de
embrion de pollo sin la adicion de BMP4. La adicion de la Dex para activar la translocacion
nuclear empezé desde el dia 1 de diferenciacion hasta el final del protocolo de diferenciacion
(Fig. 7). Al término del protocolo de diferenciacion (10 dias) se extrajo el RNA y se estandarizo
la RT-PCR para analizar la expresion de diferentes marcadores de CN (Figura 15). En este
ensayo, analizamos la expresion endégena de Msx1y Hes1, asi como el marcador neural (Sox2)
y los marcadores de CN (Sox9, Sox70 y Snai1) después de diferenciacién de CN sin la adicion
de Dex. Observamos diferencias significativas en la expresion de Sox2, Sox9, Snai1 y Msx1
cuando las CTE se sometieron al protocolo de diferenciacion hacia derivados de CN. La
expresion de Sox2 disminuyo en las células diferenciadas y la expresion de Sox9 y Snai1

aumento6 en todas las lineas transgénicas diferenciadas con respecto a las pluripotentes. Lo
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anterior indica que el protocolo de diferenciacion es adecuado para obtener derivados de la CN,

ya que observamos un incremento en Sox9 y Snai1, genes caracteristicos de la CN.
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Figura 15. Induccion de marcadores de cresta neural en células diferenciadas, en condiciones
control. Las células transgénicas pluripotenciales se diferenciaron hacia derivados de la cresta neural
durante 10 dias. La expresion de varios marcadores se evalué mediante RT-PCR punto final. La expresion
de cada gen se normalizé con su gen endogeno B-actina y las veces de cambio (fold change) fueron
obtenidas mediante la normalizacién con los niveles encontrados en las GR pluripotentes. Se muestra el
promedio + SEM. EIl analisis estadistico que se hizo fue un andlisis de varianza (ANOVA) de dos vias

seguido de una comparacion multiple de Tukey. *p<0.01; **p<0.001.
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Para evaluar la funcion de la activacion de los transgenes HES1 y MSX1 durante el proceso de
diferenciaciéon, se agrego la Dex a una concentracion de 10 uM. Después de 10 dias de
diferenciacion, las células se cosecharon y se extrajo el RNA. Se estandariz6 la RT-PCR semi-
cuantitativa para evaluar los marcadores de CN antes mencionados. La expresion de los
diferentes genes se normalizé con respecto a su gen enddégeno (B-actina) y posteriormente se
obtuvieron las veces de cambio en la expresion del gen de interés en cada linea transgénica y
se comparo con respecto a la expresion en GR, a lo que se le denomind veces de induccion (fold
induction). De acuerdo con los resultados obtenidos, s6lo observamos diferencias significativas
en la expresion de Sox10 de las lineas transgénicas con respecto a su control GR, después de

diferenciacion y la adicion de Dex. (Figura 16A)

Con base en los resultados obtenidos, se decidié evaluar mediante RT-qPCR, la expresion de
otros genes de diferenciacién de derivados neurales y de la CN. Observamos que los genes
relacionados a la diferenciacion neural (Pax6, Sox1 y p-Tubulina Ill), no mostraron cambios
significativos en ninguna de las lineas transgénicas (Figura 16B). Por otro lado, so6lo
observamos que en las células MGR diferenciadas, incremento la expresion de Colagena tipo I,
un marcador caracteristico para condrocitos (Col2a1) (Figura 16B) y en las células doble-
transgénicas (HGR+MGR), los transcritos de a-Sma incrementaron después de la activacion con
Dex. Lo anterior sugiere que la activacion de ambos factores transcripcionales incremento la
diferenciacién a células de musculo liso, uno de los derivados de la CN (Fig. 16B). Con base en
lo que observamos en las células MGR, evaluamos la expresiéon de otros marcadores
caracteristicos de condrocitos, Aggrecan (marcador de matriz extracelular de condrocitos) y
Col10a1 (condrocitos hipertroficos), en los cuales no se observaron diferencias significativas.

(Figura 16B)
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Figura 16. La activacion de la translocacion nuclear de las proteinas quiméricas durante la
diferenciacion de las CTE en derivados de la CN incrementé los transcritos de Col2a7 en células
MGR (Msx1-1GR) y o-Sma en las células dobles-transgénicas. Las células se diferenciaron a
derivados de la cresta neural y se estimularon con 10 uM de Dex para promover la translocacion nuclear
de las proteinas transgénicas. A) La RT-PCR punto final mostré diferencias significativas en la expresion
de Sox10 en células Msx1-GR y Hes1-GR+Msx1-GR con respecto a su control GR y Hes1-GR (HGR)

después de la induccién de la translocacion nuclear. B) Cuantificacion de la expresion de marcadores
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neurales y de la cresta neural mediante RT-qPCR. Las veces de induccién (fold induction) fue normalizada
con respecto a los niveles en GR. Los datos de cada transcrito se normalizaron con respecto a los niveles
de B-actina. Se muestra el promedio + SEM. Se hizo un analisis de varianza (ANOVA) de una via y se

hizo una comparaciéon multiple aplicando la prueba de Tukey. *p<0.05

7.7 La activaciéon de HES1 y MSX1 incrementé las células positivas a

B-TUBULINA Il y a.-SMA.

Las CTE transgénicas diferenciadas a derivados de la CN, se fijaron con PFA 4% al dia 10 de
diferenciacion. Se evalud la expresion de B-TUBULINA 1l y a-SMA mediante inmunodeteccion
con anticuerpos especificos. La expresion de B-TUBULINA Il se observd en todas las
condiciones (Figura 17A), sin embargo, al cuantificar el numero de células positivas en cada
condicién, observamos que el numero de células positivas para B-TUBULINA [l incrementd
significativamente cuando HES1 y MSX1 son activados simultaneamente con la Dex (Figura
17B). Anteriormente, demostramos en la RT-gPCR, que la estimulacion de las células doble-
transgénicas con Dex, incrementaba la expresion de la actina de musculo liso, por lo que la
expresion de a-SMA en las células diferenciadas se evalud con anticuerpos especificos. Todas
las condiciones, con y sin Dex presentaron células a-SMA+ (Figura 17C); sin embargo, la
cuantificacion de las células inmunopositivas para este marcador mostraron un incremento

significativo cuando HES1 y MSX1 (HGR+MGR) fueron activados con Dex (Figura 17D).
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Figura 17. Activacion de HGR (Hes1-GR) y MGR (Msx1-GR) con Dex en las células dobles
transgénicas incremento la diferenciacion de células positivas para B-TUBULINA lll y a-SMA. Las
células se diferenciaron en condiciones control y estimuladas con Dex 10 uM durante 10 dias. Se hicieron
inmunotinciones con anti-B-TUBULINA 1l (A) y a-SMA (C). B) Cuantificacién del niumero de células
positivas para B-TUBULINA Ill después de 10 dias de diferenciacién. Las células doble-transgénicas

promovieron un aumento en la proporcion de neuronas comparada con GR, MGR y HGR. C)
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Inmunotincion con anti-a-SMA después de la diferenciacion en condiciones control y estimuladas con Dex.
D) Cuantificacion de las células positivas a a-SMA con aspecto filamentoso. Las células doble-
transgénicas produjeron una alta proporcion de a-SMA positivas cuando se compararon con el nimero de
células en GR y MGR. Los experimentos se hicieron por triplicado; las imagenes se tomaron de al menos
10 campos diferentes de tres experimentos independientes. Se muestra el promedio + SEM. La prueba
estadistica que se aplico fue un analisis de varianza (ANOVA) seguido de una comparacién multiple y se

aplicé la prueba de Tukey. *p< 0.05, **p<0.01, ***p<0.001. La barra representa 100 pum.

7.8 Las células MGR y dobles transgénicas incrementaron Ila

diferenciacion a condrocitos.

Con base en los resultados obtenidos anteriormente (Figura 16), se evalud la expresion
proteinica de COL2A1 después del proceso de diferenciacion a derivados de la CN antes
descrito. Se realizé6 una inmunotincion de las células diferenciadas hacia CN en condiciones
control y en condiciones en donde se activaron las construcciones con la Dex. La inmunotincion
muestra que hay células positivas para COL2A1 cuando se activan las construcciones, sin
embargo, solo hubo un incremento significativo en el numero de células positivas para COL2A1
en las células dobles transgénicas HGR+MGR después de la activaciéon de ambos factores

transcripcionales (Figura 18).
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Figura 18. La activacion de la translocacion nuclear de HGR y MGR en las células doble
transgénicas incremento el nimero de células diferenciadas COL2A1*. Las células se diferenciaron
en condiciones control o con 10 uM Dex durante 10 dias y se realizé inmunodeteccion con el anticuerpo
anti-COL2A1 (A). B) Cuantificacién del numero de células COL2A1*. Las células doble-transgénicas se
diferenciaron en una alta proporcién a condrocitos comparado con las células estimuladas con GR, MGR
o0 HGR, asi como las dobles transgénicas sin estimular. Se muestra el promedio + SEM. Se aplicé un
analisis de varianza (ANOVA) y se realizaron multiples comparaciones aplicando la prueba de Tukey.

***p<0.001 y ****p<0.0001. La barra representa 100 pum.

Para corroborar mediante otro método la diferenciacion condrogénica, las células transgénicas
se co-cultivaron con las PA6 durante 8 dias, como se indicé anteriormente. Al término de este
tiempo, las células se cosecharon y se plaguearon para realizar cultivos en micromasas en medio

de diferenciacion para promover la diferenciacion condrogénica (Figura 7). ™

Durante el proceso
de diferenciacion de los condrocitos, ademas de expresar marcadores como Sox9 y Col2a1,
también expresan proteoglicanos como el aggrecan.” El Aggrecan puede ser un indicador de la
formacion de cartilago y se identifica mediante la tincién con la solucién de azul aciano (La
coloracién azul esta dada por la presencia de cobre en la solucién). Para identificar a los
proteoglicanos caracteristicos de la matriz extracelular producida por los condrocitos, los cultivos
en micromasas se tifieron con azul alciano. Después de 3 dias en cultivo en micromasas, no se
observaron células positivas, aun después de la adicion de Dex. Sin embargo, después de 10
dias, todas las lineas mostraron una ligera tincién azul en ausencia de Dex, la activacion de Msx1
incremento la proporcion de células positivas para el azul alciano. Se observaron agregados tipo

piedras aplanadas en donde hubo mas agregados en las células MGR estimuladas con Dex.

(Figura 19)
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Figura 19. Activacion de MSX1 increment6 la proporcion de células positivas a Azul alciano de
cultivos en micromasas. Las CTE se diferenciaron usando las PA6 durante 8 dias y se resembraron
como agregados en cultivos de micromasas durante 10 dias mas. En condiciones control (A-D, I-L y Q-
T), todas las lineas celulares mostraron poca tincion con Azul alciano en los agregados. La proporcién de
células azules incremento después de la adicion de Dex (E-H, M-P y U-X), principalmente en las células

MGR (G, O y W). Los agregados celulares de color azul tipo “empedrado” sugieren la presencia de
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condrocitos (R, S y W), las células largas quiza correspondan a condrocitos hipertréficos (T y X). La barra

representa 1 mm (A-H), 500 um (I-P) y 100 pm (Q-X).
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8. DISCUSION

En este trabajo, utilizamos las caracteristicas del receptor a glucocorticoides humano (GR) como
un sistema inducible para promover la translocacion nuclear regulada de las proteinas
transgénicas de HES1 y/o MSX1 fusionadas a GR. Se comprob6 que HES1 y MSX1 fusionados
a GR fueron responsivas a la adicion de Dex, es decir que la adicion de la Dex promovio la
expresion de HES1 o MSX1 se encontré en el nlcleo, esto se evaludé mediante inmunodeteccion.
Se obtuvieron lineas transgénicas de CTE que contenian GR, HGR, MGR o HGR+MGR. La
expresion de los marcadores de pluripotencia no se afectd por la expresion de los factores
transcripcionales. Cada una de las células transgénicas respondio al protocolo de diferenciacion
hacia derivados de la CN. Después de la diferenciacion de las células transgénicas para obtener
derivados de la CN y la adicion de Dex para inducir la translocacion nuclear de los factores

transcripcionales durante el progreso de la diferenciacién, encontramos lo siguiente:

1) Latranslocacion nuclear de HES1y MSX1 en las células dobles-transgénicas incremento
significativamente la expresién de Sox70, asi como la diferenciacion hacia neuronas y
células de musculo liso, aumentando el numero de células positivas para 3-TUBULINA I
y actina de musculo liso, respectivamente.

2) Las células transgénicas con MSX1 o HES1+MSX1 mostraron un incremento en la
diferenciacién condrogénica evaluada por la expresion de COL2A1, la inmunotincion para

COL2A1 o la tincién con Azul alciano.

La familia de factores transcripcionales tipo bHLH, a la cual pertenece el factor transcripcional
Hes, codifican proteinas nucleares que reprimen la transcripcion de sus genes blanco. Hes tiene
tres dominios conservados que confieren la funcion transcripcional: el dominio bHLH (dominio de
union al DNA y region de dimerizacion), dominio Orange (domino que selecciona el heterodimero
bHLH) y el dominio WRPW (represor de la transcripcion). "~ Se sabe que los genes Hes

participan durante el desarrollo embrionario, participan en el mantenimiento de la poblacién de
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células progenitoras y en la regulacion de la seleccidon de destino celular. Durante el desarrollo
neural tardio, HES-1 regula la seleccion de destino de los precursores gliales hacia la

80

diferenciaciéon astrocitica o hacia oligodendrocitos. Por otro lado, los genes Hes también

% asi como también en la auto-

participan de manera muy importante en el ciclo celular
renovacion y la supervivencia celular de las células multipotentes neurales en el Sistema
Nervioso Central. 8! Este factor transcripcional participa durante el desarrollo neural, pero su
funcion en la induccién de la Cresta Neural de mamiferos aun no esta clara. En este trabajo, no

observamos una diferencia significativa en la diferenciacion de CN en las células HGR

estimuladas con Dex.

Se reporté que HES-1 incrementa la actividad del promotor de a-Sma en células hepaticas
estelares,® trabajos previos reportaron que la activacion yuxtacrina de Hes1 por la via de
sefializacion de Notch no incrementd los niveles de proteina en el mismo tipo celular. 3 En
contraste, los niveles altos de expresion de Hes? inhiben la capacidad de MYOD para convertir
los fibroblastos embrionarios de raton C3H10T1/2 a células musculares.®® Nuestros resultados
muestran que la activacion de HGR y MGR individualmente no induce mas transcritos de a-Sma
ni proteina. Sin embargo, la co-activacién dada por la Dex en las células HGR+MGR mostraron
un efecto significativo, incrementando tanto las células positivas para o-SMA como su mRNA.
Interesantemente, un trabajo demostré que las células de la CN obtenidas a partir de células
pluripotentes inducidas humanas produjeron células de musculo liso, que expresaron a-Sma,

después de la diferenciacién en presencia de TGFp-1.%*

Por lo anterior, la regulacion de la
expresion de a-Sma es dependiente de los heterodimeros que se formen con Hes1 y/o del tipo

celular.

Por otro lado, se reportdé que los genes Msx, participan en la proliferacion, diferenciacion e
induccion de la CN, durante el desarrollo embrionario. MSX1 y MSX2 se requieren

especificamente para la osteogénesis a partir del linaje de la CN craneal. Se demostr6 que la
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expresion de Msx71 en las células de la CN craneal es muy alta y también se observé que este
factor transcripcional participa en la regulacién de la transicion epitelio a mesénquima (EMT; por
sus siglas en inglés epithelium mesenchyma transition) durante la organogénesis. 3% Msx1y
Msx2 funcionan de una manera redundante en diversos tejidos y érganos durante el desarrollo
de los vertebrados, incluyendo el corazon. Los ratones dobles Knock-out (KO) para Msx1” y
Msx2” tienen multiples defectos en el tracto de salida cardiaca. Estos defectos estan asociados
con una excesiva proliferacién de la CN cardiaca.®® En un estudio, en donde usaron ratones
nulos para Msx1/Msx2 analizaron el efecto de la ausencia de estos genes durante el desarrollo
de las valvulas y las almohadillas atrio-ventriculares del corazéon. Demostraron que los ratones
mutantes tuvieron una EMT alterada resultando en almohadillas hipoplasicas y malformacion de
las valvulas. Interesantemente, a-Sma esta expresado antes de la EMT en los precursores de
musculo liso y se reportd que en los ratones doble KO, la expresion de a-Sma disminuyd. Lo
anterior indica que a-Sma contribuye a la deficiencia en la formacion de las almohadillas atrio-
ventriculares. ¥ La CN es la principal fuente de células de musculo liso en los vasos sanguineos
(por ejemplo, la aorta, los conductos arteriosos, carétida comun, innominada y arteria subclavia

88—

derecha). ¥ Todos estos resultados y la evidencia previamente mostrada sugieren que la

activacion simultanea de MSX1 y HES1 participan en la regulacion de la expresion de a-Sma.

Las proteinas SOX son candidatas para participar en la especificacion de la CN. Estas proteinas
se involucran en varios procesos durante la embriogénesis. Con base en la secuencia de
aminoacidos de los dominios HMG, las proteinas SOX se dividen en diez grupos (A-H). El grupo
E consiste de tres miembros (Sox8, Sox9 y Sox10), los cuales se expresan en varios tejidos en
desarrollo, incluyendo la CN. %2 Sox9 es un marcador temprano de la CN prospectiva, el cual
precede a los marcadores de las células migratorias. Sox9 es el primero que se expresa y su
expresion se superpone con la expresion de BMP4 y Snai2. %% Sox10 se expresa poco tiempo
después de Snai2y se observo que se necesita tanto para la supervivencia temprana y migracion

de la CN, asi como para la diferenciacion de las células de Schwann y los melanocitos. La
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expresion de Sox70 contintia durante el desarrollo de la glia, pero esta disminuida en otros linajes

de la CN.

In vivo, las células de la cresta neural constituyen una poblacién transitoria que surge el
ectodermo y migra a través del organismo para diferenciarse a diversos tipos celulares. Un
trabajo, describié que las CT multipotentes de la CN se aislan del nervio ciatico " o de las células

pos-migratorias del primer arco branquial en el ratén;*

estas células se diferencian, bajo
condiciones in vitro, a neuronas, osteoblastos, miofibroblastos (positivas para a-SMA) y células
de Schwann. Esto sugiere que un nicho de CT de CN estaria presente in vivo, sin embargo, las
células cultivadas in vitro presentan un comportamiento diferente en términos de expresion de
genes de progenitores y diferenciacion terminal dado por las condiciones micro-ambientales y
pureza de la poblaciéon. Con base en lo anterior, las “crestoesferas” multipotentes de embriones
de pollo, expresan los genes de CN Sox9, Ets1, Bmp4 y Snai2, asi como el marcador neural
Pax6. 9" Estas células de la CN se diferenciaron a neuronas, melanocitos, células de masculo
liso y condrocitos, tanto in vivo como después del trasplante en la mesénquima de la cabeza de
pollos. La induccion de la poblacion de la CN pre-migratoria a partir de rosetas neurales
derivadas de CTE humanas promovio la formacién de crestoesferas que se diferenciaron a
neuronas, melanoblastos, células de musculo liso y condrocitos, pero en co-cultivo con
neuroesferas obteniéndose células positivas para Sox2. Estos resultados muestran las
diferencias cuando se estudian a los progenitores de la CN y estos se diferencian in vitro a partir
de las CTE. Nosotros observamos un incremento estadisticamente significativo en la expresion
de Sox9y Snai1 después de la induccién de la CN sin la adicién de la Dex, indicando que hubo

una induccién apropiada de la CN a partir de las CTE.

Por otro lado, las células MGR y HGR+MGR estimuladas con Dex, incrementaron la expresion
de Sox70 de manera significativa. Esto sugiere que el estado progenitor de la CN esta

enriquecido bajo estas condiciones. Sin embargo, también observamos que hubo un incremento
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en la diferenciacion hacia neuronas, células de musculo liso y células tipo condrocitos, lo cual
indica que hay diversas poblaciones celulares en diferentes estados de diferenciacion de las
células de la CN. Este es el primer reporte que indica que la activacion de HES-1 y MSX-1 en
CTE promueve una alta proporciéon de neuronas, células de musculo liso y condrocitos, derivados
obtenidos de la diferenciacion de CT a CN asi como de progenitores de la CN, sin embargo los

mecanismos aun no se han identificado.

Algunos trabajos han demostrado que los morfégenos como las BMP’s, junto con el factor de
transcripcion SOX9, son cruciales para la condrogénesis. Sox9 es un factor transcripcion que
especifica el linaje condrogénico a través de la activacién de la Colagena lla (Col2a1). % Un ratén
Knock-out condicional para Sox9 bajo el promotor de Wnt1 mostré defectos en la produccion de
cartilago en las estructuras craneales. * Por otro lado, se demostré que Col2a1 se regula por
BARX2, un factor transcripcional que pertenece a la familia de factores transcripcionales con
Homeodominio, familia a la que pertenece Msx1.' Los condrocitos son articulares o de
crecimiento en placa (hipertroficos): los primeros dan origen al cartilago y los hipertréficos
proporcionan una plataforma en donde el hueso se formara, sustituyendo a las células

hipertroficas. Los condrocitos hipertroficos expresan Col10a1. '

La activacion de los genes Msx por la via de sefializacion de BMP promueven el desarrollo del
cartilago. Por ejemplo, la adicion de BMP-7 exdgeno a la region lateral de la mandibula en un
estadio temprano de desarrollo provocé la expresion ectopica de Msx1 e inhibié la formacion del
cartilago de Meckel. Sin embargo, la adicion de BMP-7 en estadios tardios incrementé la

expresion de Msx1, promoviendo un incremento en la condrogénesis '%2

Encontramos que la activacion de MSX-1 en las células MGR indujo una mayor expresion de la
transcripcion de Col2a1, asi como un incremento en la tincién con Azul alciano en los cultivos en
micromasas, un efecto que no se reporté anteriormente pero que podria tener implicaciones

interesantes en el desarrollo del cartilago. Por lo tanto, la expresion de Col2a1 es un indicativo
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de la maduracién de condrocitos de células diferenciadas a partir de CTE de raton y se observo
utilizando un protocolo diferente, que involucré la formacion de cuerpos embrionarios y
agregacion celular, para producir condrocitos.'® Craft y colaboradores utilizaron un protocolo
diferente de induccion para la produccion de condrocitos articulares o hipertroficos.  Ellos
describieron diferencias en la morfologia y los niveles de proteina de COLAGENA2A1: las
células hipertroficas son largas y tuvieron altos niveles de Col2, comparado con las células

articulares %,

Nuestros resultados indicaron que en las células MGR estimuladas con Dex,
ocurrié la condrogénesis, evaluado por la expresion de Sox9y Col2a1. Ademas, las células MGR
estimuladas con Dex y resembradas en condiciones de micromasas, mostraron una fuerte tincion
para componentes de la matriz extracelular detectado por Azul alciano. Interesantemente, las
células HGR+MGR estimuladas con Dex mostraron un incremento en las proporciones de células
positivas para COL2A1, células largas tipo condrocitos y un incremento, aunque no
estadisticamente significativo, de la expresion del marcador hipertréfico Col10a1, sugiriendo que

la activacion simultanea de HES1 y MSX1 promueve el crecimiento tipo “aplanado” con un

fenotipo de condrocitos.
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9. CONCLUSION

En conjunto, nuestros resultados muestran que la activacién simultanea de dos genes clave, que
previamente se estudiaron durante el desarrollo embrionario de diferentes organismos como en
pollo, raton y rana, también tienen un efecto en la diferenciacién de CTE de raton hacia la CN.
Se describieron diversos protocolos para la diferenciacion de CTE hacia derivados de la CN, los
cuales requieren de diversas moléculas exdgenas para la regulacion de diversas vias de
sefalizacion requeridas para facilitar la diferenciacion hacia derivados de la CN ', Cabe sefalar
que, en este trabajo, los linajes que se obtuvieron son producto de la diferenciacion de las CTE
a través de la activacion de los factores transcripcionales HES1 y MSX1 y la estimulacion
extracelular. Los resultados obtenidos nos permiten suponer que las células que expresan o-
Sma pueden ser utilizadas como un modelo in vitro para poder elucidar los genes y vias de
sefializacion involucradas en la obtencion de células de musculo liso para la investigacion en el
desarrollo vascular, asi como en las enfermedades. Las células de musculo liso vasculares son
derivados de la CN, una poblacion importante en los procesos fisiolégicos y patolégicos que no
estan completamente comprendidos (por ejemplo las neurocristopatias CADASIL y los
sindromes de Alagille). ' Por otro lado, las células MGR podrian ser usadas para producir
condrocitos con una alta eficiencia. Esta poblacion es derivada de la CN y es muy importante
para el desarrollo craneofacial. Finalmente, nosotros observamos que no hubo una participacion
sinérgica de HES1 y MSX1, después de su activacion, en la expresion de marcadores tempranos
de diferenciacion (Sox9, Sox10, Snaily Msx1) de las CCN. Sin embargo, la activacion
simultanea de HES1 y MSX1 incrementé de manera sinérgica la expresion de genes de

diferenciacion tardia, es decir en la expresion de transcritos y proteina de a-SMA, asi como de

B-TUBULINA 1II'Y COL2A1.
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Figura 20. Esquema de la participacion de HES1 y MSX1 en la diferenciacion de CTE de raton hacia
derivados de la CN. La adicion de Dex a las CTE transgénicas provoco la translocacion de HES1y MSX1.
La induccion de la diferenciacion hacia derivados de la CN mediante la actividad inductora de las células
PAG6 y el BMP4, incrementd el numero de neuronas B-TUBULINA IlI*, células musculares a-SMA™ y
condrocitos COL2A1* con respecto a su version control. Por otro lado, la translocacion de MSX1

incrementd el numero de células que incorporaron el azul alciano, indicativo de condrocitos en estado mas

avanzado de diferenciacion.
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Tabla 1. Secuencia de oligonucleétidos para amplificar el cDNA de Hes1 y Msx1

Oligonucledtido Secuencia (5'-3’)
mHes1-Fw (Hidlll) &P AAGCTTatgccagctgatataatggagaaa
mHes1-Rev (BamH]I) 2° GGATCCagttccgccacggtctcca
GR-For (Sacl) #° GAGCTCcacaagaaacctctgaaaatcctggtaac
GR-Rev (Xhol) @b CTCGAGctgattggtgatgatttcagc
mMsx1-Fw (Hindlll) &P AAGCTT atgacttctttgccactcggtg
mMsx1-Rev (BamHI) 2 GGATCC aagtcaggtggtacatgctgtagcc

a La secuencia del sitio de restriccion se encuentra subrayada

b La secuencia especifica esta resaltada con letras en negrita
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Tabla 2. Plasmidos obtenidos con los transgenes de Hes1 y Msx1

Nombre del plasmido

hGR-pcDNAS3.1-myc-His

Numero de Acceso a

NCBI y nombre

HQ692822, Homo

Vector plasmidico

pcDNA3.1(+)/myc-His A

Referencia

Current work.

enhancer of split 1,

mMRNA.

sapiens  glucocorticoid | ™ Invitrogen

nuclear receptor mMRNA
mHes1-hGR-pcDNA3.1- | BC051428, Mus | hGR-pcDNA3.1-myc-His | Current work.
myc-His musculus  hairy  and | (Current work)

mMsx1-hGR-pcDNA3.1-

Hygro

BC016426, Mus
musculus homeobox 1,

msh-like 1, mMRNA

hGR-pcDNAS3.1-myc-His

(Current work)

Current work
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Tabla 3.- Secuencia de oligonucleétidos para el analisis de las clonas

que incorporaron los transgenes Hes1 y/o Msx1.

Numero de Secuencia sentido Secuencia anti-sentido

acceso

(5-3) (5-3)
Gapdh NM_00128972 | ATCACCATCTTCCAGGAGCG CCTGCTTCACCACCTTCTTG
6.1
GR HQ692822 | GTTGGAGGTTATTGAACCTGA |  TTCATGCATAGAATCCAAGAG
AG

GR/myc- | HQ692822/His | CTGACAAAACTCTTGGATTCT | GATGATGACCGGTATGCATATTCA

His -Tag ATGC
HGR NM_008235/ TCTACACCAGCAACAGTGG TGAATATGCATACCGGTCATCATC
HQ692822

NM_010835.2/ | CCTACGCAAGCACAAGACCA GGTAGGGGTGAGTTGTGGTA

MGR HQ692822
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Tabla 4.- Secuencias de oligonucleétidos para PCR punto final

Numero de

acceso

Secuencia sentido

(5-3)

Secuencia anti-sentido

(5-3)

B-actin NM_007393 GGGTCAGAAGGATTCCTATG GGTCTCAAACATGATCTGGG
Hes1 NM_008235 TCTACACCAGCAACAGTGG TCAAACATCTTTGGCATCAC
Msx1 NM_010835.2 CGTGGTCCCCAGCAGAATTA GCTGGGCTCCTTGCTTTCTA
Snai1 NM_011427 GTGGAAAGGCCTTCTCTAGGC CAGACTCTTGGTGCTTGTGG
Sox2 NM_011443.4 | GCACATGAACGGCTGGAGCAA | TGCTGCGAGTAGGACATGCTGTA

CG GG
Sox9 NM_011448 AGCTCACCAGACCCTGAGAA TCCCAGCAATCGTTACCTTC
Sox10 NM_011437 GCAGGAAGGGTTAGGGTAGG GCGGAGAAAGGATCAGAGTG
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Tabla 5.- Secuencias de oligonucleétidos para PCR tiempo real.

Numero de

acceso

Secuencia sentido (5’-3’)

Secuencia anti-sentido (5’-3’)

Aggrecan | NM_007424.3 ccttctccagcttcttgage ggcagtggacttgtctcagg
Col2a1 | NM_001113515.2 | GAAGGTGCTCAAGGTTCTCG CTCCAGGAATACCATCAGTCC
Col10al | NM_009925.4 CAATGGCAGCAGCATTACG GCGTGCCGTTCTTATACAGG
Oct4 NM_001252452.1 | TTGGGCTAGAGAAGGATGTGGTT | GGAAAAGGGACTGAGTAGAGTGTGG
Pax6 NM_001244198.2 | CACCAGACTCACCTGACACC CGAATACGGGGCTCTGAGAA
Sox1 NM_009233.3 ATGATGCAGGAGGCACAGC CCATGCACCGCTACGACAT
Sox2 NM_011443.4 GCACATGAACGGCTGGAGCAACG | TGCTGCGAGTAGGACATGCTGTAGG
a-SMA | NM_007392.3 CTAAGGCCAACCGGGAGAAA AGTCCAGCACAATACCAGTTGT
(Acta2)
yis (NM_023279.2 GGCCTCCTCTCACAAGTATGT TTGCCAGCACCACTCTGAC
Tubulina
11l
Nanog | NM_028016.3 TATCTGGTGAACGCATCTGG GAAGTTATGGAGCGGAGCAG
B-actina | NM_007393 GGTCTCAAACATGATCTGGG GGTCTCAAACATGATCTGGG
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Tabla 6. Anticuerpos primarios para la deteccion de proteinas

especificas.

Anticuerpo

Hecho en

Dilucion

Num. Catalogo

COL2A1 raton 1:200 sc-518017
6X-HIS TAG ratén 1:400 Ab18184
MSX1/2 raton 1:500 Hybridoma 4G1
OCT4 ratén 1:750 B&D 611202
SOX2 conejo 1:750 Millipore , AB5603
SOX10 raton 1:750 Abcam
a-SMA raton 1:400 Sigma-Aldrich A2547
TUJ1 (B-TUBULINA Iil) conejo 1:1000 Babco Covance MRB-435P-100
NANOG conejo 1:1000 Prepotech 500-P236
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Abstract: The neural crest (NC) comprises a multipotent cell population that produces peripheral
neurons, cartilage, and smooth muscle cells, among other phenotypes. The participation of Hes1
and Msx1 when expressed in mouse embryonic stem cells (mESCs) undergoing NC differentiation is
unexplored. In this work, we generated stable mESCs transfected with constructs encoding chimeric
proteins in which the ligand binding domain of glucocorticoid receptor (GR), which is translocated
to the nucleus by dexamethasone addition, is fused to either Hes1 (HGR) or Msx1 (MGR), as well
as double-transgenic cells (HGR+MGR). These lines continued to express pluripotency markers.
Upon NC differentiation, all lines exhibited significantly decreased Sox2 expression and upregulated
Sox9, Snail, and Msx1 expression, indicating NC commitment. Dexamethasone was added to induce
nuclear translocation of the chimeric proteins. We found that Collagen IIa transcripts were increased
in MGR cells, whereas coactivation of HGR+MGR caused a significant increase in Smooth muscle
actin (x-Sma) transcripts. Immunostaining showed that activation in HGR+MGR cells induced
higher proportions of 3-TUBULIN III*, x-SMA* and COL2A1" cells. These findings indicate that
nuclear translocation of MSX-1, alone or in combination with HES-1, produce chondrocyte-like cells,
and simultaneous activation of HES-1 and MSX-1 increases the generation of smooth muscle and
neuronal cells.

Keywords: (3-Tubulin III; smooth muscle actin; collagen 2a; chondrocyte induction; smooth muscle
cell induction; stromal-derived inducing activity

1. Introduction

The neural crest (NC) comprises a transient multipotent cell population that emerges between the
forming neural plate and nonneural ectoderm. The NC is a unique and highly specialized group of
cells found in all vertebrates. The NC delaminates from the dorsal neural tube following its closure to
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migrate along different pathways [1,2]. These cells contribute to a wide variety of derivatives, including
neural cells of sensory and autonomic ganglia of the peripheral nervous system, the cartilage and
bones of the face, melanocytes and smooth muscle cells, as well as other tissues [3-6]. The induction
and specification of NC cells have been studied in different animal models. In avian, amphibian,
and fish embryos, NC specification is thought to be initiated during gastrulation or even earlier [7-9].

Some of the genes and signals involved in induction of the NC have been identified from
studies in chicks, frogs, and zebrafish. Bone morphogenic proteins (BMPs), Fibroblast growth
factor (FGF), Wnt, retinoic acid, and Notch participate in this process [10-16]. Embryonic stem cells
(ESCs) derived from mouse and human blastocysts have been extensively employed for studies of
developmental processes [6,17-20]. A recent study in Xenopus laevis found that some of the transcription
factors associated with the development of the NC are coexpressed with pluripotency factors at
the blastula and gastrula stages. In ectodermal explants, high Activin concentrations induced the
expression of mesodermal and endodermal markers in the blastula but not gastrula stage. Ectopic
expression of either Pax3/Zicl or Snai2/Wnt8 made gastrula explants competent to produce myogenic
differentiation 1 (MyoD) and Endodermin. The authors propose that the NC factors can also be viewed
as pluripotency maintenance factors [21]. Recently, in vitro differentiation of human embryonic stem
cells demonstrated that Wnt/ 3-catenin signaling plays an important role in launching early genes that
are required for NC development [22].

The importance of other pathways is still being studied: Notch signaling involvement was
established through studies in which gain- or loss-of-function of Notch signaling or the Notch
effectors, Hes genes, were associated with specification, induction or NC migration [23-26]. However,
many experimental approaches are designed in a nonregulated fashion, precluding analysis at
different time points during NC induction. For example, mutation of Hes has shown that this gene is
essential for neuroblast development in the central nervous system, and therefore, mouse embryos
showed abnormalities in neural tube closure, defects in the eyes and ears, as well as craniofacial
malformations [27,28].

BMP signaling is relevant during NC differentiation in vivo. Activation of BMP receptors
upregulates Msx1 in the neural fold region. In Xenopus multipotent ectodermal tissue (animal
caps), a BMP concentration similar to that required to induce the NC increased Msx1 levels [29].
Recently, a study performed in hESCs demonstrated that BMP signaling is required for NC induction:
early inhibition of BMP receptors caused a dramatic inhibition of human NC induction [22]. On the
other hand, Msx1 has been implicated in NC development, since animals with knock-out of this gene
die at birth and present multiple craniofacial defects, including cleft palate, as well as a reduction of
the jaw and maxilla [30,31]. Similarly, conditional elimination of Sox9 in the cranial NC, resulted in the
absence of cartilages and endochondral bones [32]. Articular cartilage is formed by chondrocytes that
express collagens and aggrecan, whereas hypertrophic growth plate chondrocytes undergo apoptosis
and provide a template for bone deposition [33].

In X. Inevis embryos, chimeric versions of HAIRY2A (mouse homologue of Hes1) and MSX-1 fused
to the ligand binding domain of human glucocorticoid receptor (GR) was used to activate HES-1 and
MSX-1 by inducing their nuclear translocation after dexamethasone (Dex) addition. When the chimeric
protein contained activation domains, an increase in the NC territories labeled with the markers SNAI1
and FOXD3 was observed. Conversely, when a dominant negative mutant of HAIRY2A and MSX-1
was expressed, a decrease in these NC markers was reported. In animal cap assays, stimulation of
either of the inducible chimeric proteins (HAIRY2A or MSX-1) with Dex led to upregulation of Sox2,
a neural plate marker; however, coexpression of Hairy2a and Msx1 produced a decrease in SOX2
expression and increased the expression of the NC marker SNAII. This indicates that coexpression of
both transcription factors induces NC markers in X. laevis [16].

The aim of this work was to establish whether HES-1 and MSX-1 participate in the
induction/differentiation of the NC using pluripotent mammalian ESCs as a model. To test this
hypothesis, we overexpressed inducible forms of HES-1 and MSX-1 proteins in mouse ESCs and



Int. J. Mol. Sci. 2018, 19, 4025 30f23

evaluated differentiation into NC derivatives, including neural, smooth muscle, and chondrocyte-like
cells, after activation of these transcription factors.

2. Results

2.1. Expression of Hes1 and Msx1 in Wild-type ES Cells in Pluripotent Conditions and after NC Differentiation

To analyze the role of Hes1 and Msx1 in the differentiation of mESCs into neural crest cells, we used
the stromal cell-inducing activity of Pre-adipose 6 (PA6) cells for 5 days [17], followed by the addition
of BMP4, which commits cells to differentiate into NC derivatives [6]. Cultures were treated from
day 5 to day 8 with 0.5 nM BMP4. At day 8, the cells were harvested by Papain treatment and plated
on Fibronectin-coated dishes in neural differentiation medium with chick embryo extract without
BMP4, a condition reported to favor differentiation into smooth muscle cells (.-SMA™*) and neural
derivatives (3-TUBULIN III*) [6] (Figure 1). Although we did not separate PA6 cells after replating,
these cells did not proliferate, and their contribution to the measured parameters was constant for all
conditions. At day 8, some cultures were dissociated and replated in micromass conditions to test their
chondrogenic potential (Figure 1).

Mitotically Replate in
inactivated PA6 Fibronectin
stromal cells coated dishes
in chick
™) embryo extract
containing
mESC BMP4 [0.5 nM] medium

1 e Daysin
culture

o, 1.

"%ﬁ
=

*Dexamethasone addition

Micromass
Replate and culture in
differentiation medium = * * %
e S SR R )
3 5 7 910

Figure 1. Differentiation of pluripotent cells into neural crest derivatives. The scheme shows the neural
crest differentiation protocol. PA6 stromal cells were mitotically inactivated and plated in a monolayer
to induce neural differentiation of mouse embryonic stem cells. The addition of BMP4 from day 5 to
day 8 promoted the acquisition of a neural crest fate. At day 8, the cells were harvested with Papain
and replated in Fibronectin-coated dishes or plated on micromass conditions. After 2 additional days,
neurons and smooth muscle cells were detected. The micromasses were stained with Alcian blue after
10 days. Blue arrows indicate replating. The red asterisks indicate the addition of dexamethasone,
starting at day one, to promote nuclear entry of the different constructs. The PA6 protocol was modified
from [6] and the procedure for micromasses formation was modified from [34].

To assess the levels of expression of endogenous Hes1 and Msx1 in wild-type pluripotent cells,
end-point RT-PCR was performed in RNA extracted from cultures grown in 2i/Leukemia inhibitory
factor (LIF) without Dex. In W9.5 cells subjected to NC differentiation, we observed a non-significant
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increase in Hes1 and a significant rise in Msx1 (Figure 2). These results indicates that upregulation of
Msx1 is observed after NC induction of mESCs. However, it is not known if a controlled and sustained
stimulation, causing nuclear translocation of either or both transcription factors, can influence NC
commitemnt during differentiation of pluripotent cells. Therefore, an inducible system might be useful
to test this idea.

1.0 1.0- *
— | '
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24 24
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6 8 ) 8
- N 0.4 T 041
0w © ©
LE SE
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Pluripotent Differentiated Pluripotent Differentiated

Figure 2. Expression of Hesl and Msx1 in pluripotent conditions and in cells differentiated to NC.
Semiquantitative RT-PCR to measure the endogenous transcripts of these two genes in pluripotent
W0O.5 cells cultured in 2i/LIF, and after 10 days of differentiation in the PA6 protocol. The expression
of Hes1 increased non-significantly. On the other hand, we detected a significant increase in Msx1
expression after NC differentiation. mean + SEM is represented. Statistical analysis was conducted
via one-way analysis of variance (ANOVA) followed by Tukey’s multiple comparison test to establish
differences. * p = 0.032.

2.2. HES-1-GR and MSX-1-GR Translocate to the Nucleus

The use of GR as an inducible system, activated by Dex, allows the timely stimulation of
nuclear translocation of transcriptional regulators, to study the effects on cell differentiation. To test
if the inducible system was activated by Dex to promote nuclear translocation, we cloned GR or
Hes1-GR (HGR) cDNA sequences into a pcDNA3.1/myc-His vector, which has a 6X-His tag that can
be recognized with a specific antibody. We also cloned the Msx1-GR (MGR) cDNA sequence into
pcDNAB3.1-Hygromycin B (Figure 3 and Figure S1). The resulting plasmids were named GR, HGR,
and MGR, respectively. These vectors were used to transiently transfect mouse embryo fibloblast
(NIH-3T3) cells to evaluate nuclear translocation after Dex addition more easily than in mESCs, which
have a very reduced cytoplasm. We assessed different concentrations of Dex (10, 50 and 100 uM)
to obtain maximal nuclear translocation of each construct, and we decided to stimulate with the
lowest tested concentration that caused a significant translocation effect. We measured the nuclear
translocation using Image] software. In HGR cells, we quantified the fluorescence using an equation to
obtain the Corrected Cell Fluorescence (CCF) in the nucleus (Figure S2A). We observed an increase in
the nuclear CCF after inducing nuclear translocation with Dex. In the case of MGR, we counted cells
that had an exclusive nuclear signal after immunostaining and quantified the percentage of MSX-1
cells with positive labeling (Figure S2B). After confirming that this system worked in mouse cells,
we generated stable transgenic mESC lines.
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Figure 3. Generation of transgenic mouse embryonic stem cells that express Hes1 and Msx1. (A) Scheme
of the ligand binding domain of human glucocorticoid receptor (GR) that served as the control.
The full-length cDNA of Hes1 and Msx1 was cloned in-frame with GR to produce Hes1-GR (HGR)
or Msx1-GR (MGR) vectors. (B) After electroporation and selection of mouse embryonic stem cells
transfected with the different plasmids, the cells were genotyped via PCR analysis of genomic DNA
with the indicated primers, indicated by arrows. The GR fragment was identified with 2 different sets
of primers to identify clones, which were designated G. For cells electroporated with the Msx1-GR
or Hes1-GR plasmids, several positive clones were identified and designated H or M, respectively.
(C) Embryonic stem cells were transfected with both Hes1-GR and Msx1-GR plasmids. To identify
double-positive clones (H+M), the indicated primers were used. Clones 14 and 20 incorporated both
constructs. Genomic DNA of W9.5 mouse embryonic stem cells was used as a negative control. (C-)
indicates a negative control consisting of water in place of DNA in the PCR reaction.

2.3. Generation of Transgenic Stable mESC Lines

We transfected W9.5 mESCs with the GR, HGR, MGR, or both the HGR and MGR plasmids by
electroporation, followed by antibiotic selection with 300 pg/mL G418 (GR and HGR), 200 pg/mL
Hygromycin B (MGR) or both antibiotics for HGR+MGR for 10 days. The cells were maintained with
100 pg/mL G418 or 110 pg/mL Hygromycin B for 11 more days to obtain several colonies, which were
picked and expanded in Knock Out-Dubelco’s Modified Eagle’s Medium (KO-DMEM) with LIF and
2i. We obtained genomic DNA from these clones to identify the transgenes using specific primers
for GR/myc-His (208 bp), GR (577 bp), MGR (482 bp) or HGR (900 bp), as presented in the scheme
shown in Figure 3B,C. Gapdh was also detected (576 bp). After genotyping, we identified several
clones with the GR (four clones), HGR (six clones), MGR (five clones) or HGR+MGR (two clones)
constructs (Figure 3B,C). The identified positive clones were selected for differentiation based on the
best morphology of the pluripotent colonies.
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To further assess whether these transgenes affected pluripotency markers, we performed
immunostaining for OCT4, SOX2, and NANOG in the parental cell line W9.5 and the selected
clonal lines (Figure 4A), and we observed that the transgenic lines were positive for these markers.
Consistently, RT-qPCR detection of Oct4, Sox2 and Nanog showed similar levels in all transgenic cell
lines, except for a significant increase in Sox2 in HGR cells (Figure 4B). This increase does not affect the
pluripotent state, since mESCs can express high levels of Nanog [35] and HGR cells continue to express
Oct4 and Sox2 at the mRNA and protein levels; these 3 transcription factors conform the core positive
autoregulatory network of pluripotency [36].

NANOG || Hoechst

A) OCT4/SOX2 H Hoechst

GR

HGR

MGR

HGR+MGR

.
.

B)

B
J

*
*

1

T

Fold change
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_‘

HGR MGR HGR+MGR
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Figure 4. Transgenic mESCs remain pluripotent. (A) We evaluated the expression of OCT4, SOX2 and
NANOG in the transgenic cells via immunofluorescence and observed that the selected clones
continued to express these pluripotent factors. Scale bars = 100 um. (B) The expression of pluripotency
factors was evaluated by RT-qPCR in all transgenic cell lines. Two-way ANOVA followed by Tukey’s
test indicated only a significant difference in Sox2 expression for the HGR clone compared with the
control GR clone after comparison of all cell lines. ** p < 0.0025.

2.4. Expression of the Human Glucocorticoid Receptor, Hes1 and Msx1 are Similar in the Transgenic Cell Lines
before Differentiation.

Since the integration of plasmids in mESCs is randomized, we tested the expression level of the
human GR, which is included in all the transgenic constructs, in cONA prepared from cultures growing
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with 2i/LIF, using wild-type W9.5 mESCs as a negative control. Quantitative PCR in W9.5 cells did
not result in amplification as expected. All transgenic lines express the transgene. We did not find
significant differences, suggesting that all lines express comparable levels of transgenes (Figure 5A).
Additionally, to compare the endogenous levels of expression of Hesl and Msx1 in wild-type and
transgenic pluripotent cells, end-point PCR was performed in cDNA prepared from cultures grown in
2i/LIF without Dex. No significant differences were detected in the expression of these two genes in
undifferentiated conditions (Figure 5B).
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Figure 5. RT-PCR to detect the transgenic human glucocorticoid receptor and the endogenous Hes1 and
Msx1 in pluripotent wild-type and transgenic lines. RNA was obtained from W9.5, GR, HGR, MGR,
and HGR+MGR cells growing in 2i/LIF. Retrotranscription was made to prepare cDNA, which was
amplified by qPCR (A) with the primers listed in Methods. Wild-type W9.5 mESCs did not express the
transgene. The expression of the transgenic sequence present in all plasmids was normalized to (3-actin.
(B) Semiquantitative RT-PCR was used to measure transcripts of these two genes in pluripotent W9.5
(non-transgenic) and transgenic (GR, HGR, MGR, and HGR+MGR) cells, cultured in 2i/LIF. mean +
SEM is represented. Statistical analysis was conducted via one-way ANOVA followed by Tukey’s
multiple comparison test to establish differences. No significant differences were found between the
four transgenic cell lines in 34 independent experiments.

2.5. Neural and NC Marker Expression in Transgenic Pluripotent and Differentiated Cells

After 10 days of differentiation under control conditions, we extracted RNA and performed
RT-PCR to analyze the expression of different NC markers (Figure 6). The expression of each gene
was normalized to B-actin levels and is presented as fold change with respect to expression in control
pluripotent cells (GR). In this assay, we analyzed the expression of endogenous Msx1 and Hes1, as well
as Sox2 and NC markers (Sox9, Sox10, and Snail) after NC differentiation. We observed significant
differences when mESCs were subjected to differentiation into NC derivatives. Sox2 expression
decreased, whereas Sox9, Snail, and Msx1 expression was augmented in all cell lines relative to
pluripotent GR cells. No significant differences were found in Sox10 and Hes1 between the four cell
lines under pluripotent or differentiated conditions. These molecular changes are consistent with the
transcriptional response observed after NC differentiation of ESCs [19,22].
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Figure 6. Induction of neural crest markers in differentiated cells in the absence of dexamethasone.

The transgenic cells were differentiated into neural crest derivatives over 10 days. The expression of

several markers was measured using end point RT-PCR. The expression of each gene was normalized

to -actin expression, and the fold change was determined relative to the levels found in pluripotent
GR cells. mean & SEM. Statistical analysis was conducted via two-way ANOVA followed by Tukey’s
multiple comparison test to establish differences between pluripotent and differentiated cells from 3

independent experiments. * p < 0.01; ** p < 0.001. No differences were found between the four cell

lines when compared at in the pluripotent state or after differentiated conditions, indicating that the

significant differences are caused by the differentiation protocol.

To evaluate the role of HES-1 and MSX-1 activation, Dex was added from day 1 of differentiation.
RNA was obtained at day 10 of differentiation to evaluate the same genes using semiquantitative
RT-PCR. It is noteworthy that the primers for Hesl and Msx1 detect the endogenous forms and
not the transgenes. We only observed significant increases in Sox10 expression in MGR and
HGR+MGR cells relative to the control GR and HGR cells after stimulation of nuclear translocation
(Figure 7A). Evaluation of NC markers via RT-qPCR revealed that in Dex-treated double-transgenic
cells, the activation of HES-1 and MSX-1 nuclear translocation increased o-Sma transcripts, suggesting
increased differentiation to smooth muscle cells, one type of NC derivative (Figure 7B). In contrast,
the levels of other genes related to neural differentiation (Pax6, Sox1, and B-Tubulin III) did not change.
Analysis of additional NC markers such as Type II Collagen gene (Col2a1) expression, characteristic
of chondrocytes, was increased in MGR cells, but other chondrocytic markers (Aggrecan and Col10al)

were unaffected (Figure 7B).
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Figure 7. Activation of nuclear translocation of chimeric proteins during differentiation of mESCs
into NC derivatives increased the Col2al transcripts in MGR cells and o-Sma transcripts in double
transgenic cells. Transgenic mESCs were differentiated into neural crest derivatives and stimulated
with 10 uM Dex to promote nuclear translocation of the transgenic proteins from day 1. Analyses were
conducted at day 10 of differentiation. (A) End point RT-PCR showed significant increases in Sox10
expression in MGR and HGR+MGR cells relative to GR and HGR cells after stimulation of nuclear
translocation. Please note that the primers for Hes1 and Msx1 detect the endogenous forms and not the
transgenes (B) Quantification of the neural and neural crest differentiation markers via RT followed
by qPCR. The fold induction was relative to the levels in GR cells. The data for each transcript were
normalized to -actin levels. mean = SEM. Statistical analysis of all conditions was conducted via
ANOVA followed by Tukey’s multiple comparison test from 3-4 independent experiments. The marked
significant differences are relative to GR, unless indicated otherwise. * p < 0.05.

2.6. Activation of HES-1 and MSX-1 Increased the Number of B-TUBULIN III- and a-SMA-positive Cells

Transgenic mESC lines differentiated using the NC protocol with PA6 stromal cells were
fixed at day 10 to perform immunofluorescence staining with specific antibodies. We detected the
expression of B-Tubulin III in cells that were small and exhibited a multipolar morphology under
all conditions (Figure 8A); quantification of immuno-positive cells showed that the number of
B-TUBULIN III-positive cells significantly increased when the nuclear translocation of HES-1 and
MSX-1 was induced with Dex (Figure 8B). Since real-time PCR indicated that nuclear translocation in
double-transgenic cells upregulated Smooth muscle actin expression, antibodies for x-SMA were used
to examine differentiated cells. The control and treatment conditions produced large, filamentous and
polyhedral a-SMA* cells (Figure 8C); however, quantification of the number of cells positive for this
marker showed a significant increase when HGR+MGR cells were activated (Figure 8D).
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Figure 8. Activation of HGR and MGR nuclear translocation in double transgenic cells increases
the number of differentiated 3-TUBULIN III- and x-SMA-positive cells. Cells were differentiated
under control conditions or with 10 uM Dex for 10 days and immuno-stained with anti-3-TUBULIN
III antibody (A). (B) Quantification of the number of B-TUBULIN III* cells. Double-transgenic cells
produced a higher proportion of neurons compared with GR, MGR, or HGR cells. (C) Immunostaining
with anti-a-SMA antibody after differentiation under control and dexamethasone-added conditions.
(D) Quantification of large a-SMA-positive cells with a filamentous aspect. Double-transgenic cells
produced a higher proportion of smooth muscle cells compared with GR and MGR cells. Experiments
were performed in triplicate; pictures were taken in at least ten fields from three independent
experiments. The mean + SEM is presented. Statistical analysis of all conditions was conducted
with ANOVA followed by Tukey’s multiple comparison test and only the significant differences are
indicated in the graph. * p < 0.05, ** p < 0.01, and *** p < 0.001.

2.7. Activation of MGR and Double-transgenic Cells Increases Chondrocyte Differentiation.

Immunostaining of cells stimulated to differentiate to NC for 10 days, with or without Dex,
revealed a significant increase in COL2A1-positive cells in HGR+MGR transgenic cells, after activation
of both transcription factors (Figure 9). To analyze if chondrogenic differentiation can proceed further,
cells were differentiated on PA6 cells for 8 days and replated as micromass culures in differentiation
medium without chick embryo extract (Figure 1) [34]. These cultures were subjected to Alcian blue
staining to reveal proteoglycan characteristic of extracellular matrix produced by chondrocytes.
After 3 days, no positive cells were detected, regardless of Dex addition. After 10 days all cell lines
showed a few blue cells in the absence of Dex, and activation of MSX-1 clearly increased the proportion
of Alcian blue-positive cells. Furthermore, blue aggregates of cobblestone-like cells were more
abundant in MGR cells stimulated with Dex (Figure 10).
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Figure 9. Activation of HGR and MGR nuclear translocation in double transgenic cells increases the
number of differentiated COL2A1-positive cells. Cells were differentiated under control conditions or
with 10 pM Dex for 10 days and immuno-stained with anti-COL2A1 antibody (A). (B) Quantification of
the number of COL2A1* cells. Double-transgenic cells produced a higher proportion of chondrocytes
compared with stimulated GR, MGR, or HGR cells as well as unstimulated double transgenic cells.
The mean + SEM from 3 independent experiments is presented. Statistical analysis of all conditions
was conducted with ANOVA followed by Tukey’s multiple comparison test and only the significant
differences are indicated in the graph. The scale bars represent 100 um *** p < 0.001, and **** p < 0.0001.
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Figure 10. Activation of MSX-1 increases the proportion of Alcian blue-positive cells in micromass
cultures. Cells were differentiated on PA6 cells for 8 days and replated as micromass aggregates for
10 additional days. In control conditions (A-D, I-L and Q-T), all cell lines presented a few Alcian
blue-positive aggregates. The proportion of blue cells clearly increased after Dex addition (E-H,
M-P and U-X), especially in MGR cells (G,O,W). Blue aggregates of cobblestone-like cells suggest the
presence of chondrocytes (R,S,W), with larger cells that might correspond to hypertrophic chondrocytes
(T,X) in the HGR + MGR cells. The black inset (A-H) show the well of the 24-well plate with the
micromass growing on the center. The scale bars represent 1 mm (A-H), 500 um (I-P) and 100 pm

(Q-X).
3. Discussion

In this study, we used human GR as an inducible system. We verified that Msx1 and Hes1 fused
to GR responded to Dex addition by nuclear translocation. Stable transgenic mESC lines containing
GR, HGR, MGR, or HGR+MGR were generated, maintained the expression of pluripotency-associated
markers, and responded to a differentiation protocol for NC induction. After differentiation of the
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transgenic cell lines to obtain neural crest derivatives and treatment with Dex to induce nuclear
translocation of the transcription factors during the differentiation progress, we found the following:

(1) Nuclear translocation of HES-1 and MSX-1 in double-transgenic cells significantly increased
expression of Sox10, as well as differentiation to neurons and smooth muscle cells by augmenting the
number of cells positive for 3-TUBULIN III and Smooth Muscle Actin, respectively.

(2) Transgenic lines activated to translocate MSX-1 or HES1+MSX1 showed increased chondrogenic
differentiation assessed by expression of COL2A1, immunostaining for COL2A1 or Alcian blue staining.

Hes basic Helix-Loop-Helix (PHLH) repressors encode nuclear proteins that repress transcription,
and they have three conserved regions that confer transcriptional functions: the bHLH (DNA
binding and region for dimerization), Orange (selection of bHLH heterodimer partners) and WRPW
(represses transcription) domains [37-39]. Hes genes play an essential role in the development of
many organs by maintaining progenitor cells and regulating binary cell fate decisions. During late
neural development, HES-1 regulates an astrocyte versus oligodendrocyte fate choice in glial restricted
precursors [40]. On the other hand, Hes genes have a role in cell cycle [28]. HES-1 has an important
function in self-renewal and cell survival in multipotent neural cells in the central nervous system [41].
This transcription factor has an important role in neural development, but the role in NC induction in
mammals remains unclear. We did not observe induction of further NC differentiation in HGR cells
after Hesl nuclear translocation.

It has been reported that HES-1 increases the promoter activity of «-Sma in hepatic stellate
cells [42], although previous studies reported that activation of Hesl by juxtacrine Notch signaling
did not increase x-SMA protein levels in the same cell type [43]. In contrast, high levels of HES-1
inhibit the ability of MyoD to convert 10T1/2 mouse embryonic fibroblasts to muscle cells [44].
Our results show that neither activated HES-1 nor MSX-1 increased o-Sma transcript or protein levels.
However, the coactivation in HGR+MGR cells showed a significant effect, increasing the number of
ax-SMA-positive cells and «-Sma mRNA levels. Interestingly, a previous paper showed that upon
differentiation in the presence of TGF-f human iPSC-NC stem cells produced a Smooth Muscle lineage
that expressed «-Sma, [45]. Thus, the regulation of expression of x-Sma seems to be dependent on the
partners of Hesl and/or the cell type.

On the other hand, there is extensive evidence that MSX-1 transcription factors have an important
role in proliferation, differentiation, and NC induction during embryonic development. Msx1 and Msx2
are specifically required for osteogenesis in the cranial NC lineage. Msx1 is strongly expressed in these
cranial cells and plays a critical role in regulating epithelial to mesenchymal transition (EMT) during
organogenesis [46,47]. Msx1 and Msx2 function redundantly in multiple tissues and organs during
vertebrate development, including the heart. Msx1-/- Msx2-/- double-knockout mice have profound
defects in the cardiac outflow tract. These defects were associated with excessive proliferation of cardiac
NC cells [31]. A study with Msx1/Msx2 double-null mice investigated the effect of eliminating these
genes on atrioventricular cushion and valve development. The researchers demonstrated that mutant
mice had impaired EMT, resulting in hypoplastic cushions and malformed valves. Interestingly,
a-Sma is expressed prior to EMT in smooth muscle cell precursors; in double-knockout animals,
decreased expression of «-Sma is reported, which can contribute to defective atrioventricular cushion
formation [48]. The NC is one of the major sources of smooth cell muscle cells in blood vessels
(i.e., the aorta, ductus arteriosus, common carotid, innominate and right subclavian arteries) [49-52].
Taken together, these results suggest that simultaneous activation of MSX-1 and HES-1 participate in
the regulation of «-Sma expression.

SOX proteins are candidates for participation in NC specification. They are involved in several
processes during embryogenesis. Based on the amino acid sequences of the HMG domain, SOX
proteins can be divided into ten subgroups. Subgroup E consists of three members (SOX8, SOX9
and SOX10) that are expressed in several developing tissues, including the NC [53]. Sox9 is an early
marker of prospective NC cells, preceding markers of migratory cells. Sox9 is the first to be expressed,
overlapping with the expression of BMP4 and Snai2 [48,54]. Sox10 is expressed shortly after SNAI2
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and is required for the early survival and migration of NC cells, and later on for differentiation of
Schwann cells and melanocytes. Sox10 expression continues in glia development but is downregulated
in other NC lineages [55].

In vivo, neural crest cells constitute a transient population that arise from the ectoderm and
migrates away and differentiate into many derivatives. Early work described that multipotent NC
stem cells can be isolated from the rat sciatic nerve [56] or from postmigratory cells of the mouse
first branchial arch [57]; such cells can differentiate in vitro to neurons, osteoblasts, myofibroblast
(positive for «-SMA), and Schwann cells, even at clonal assays. This suggests that a rare niche of
NC stem cells might be present in vivo, but cultured cells can present a different behavior in terms
of progenitor gene expression and terminal differentiation. Supporting this notion, multipotent
“crestospheres” from premigratory chick embryos express the NC genes Sox9, Ets1, Bmp4, and Snai2,
as well as the neural marker Pax6 [58]. These NC cells differentiated to neurons, melanocytes, smooth
muscle cells, and chondrocytes, both in vitro and after transplantation in the head mesenchyme of
chicks. Induction of the premigratory NC population from neural rosettes derived from human
ESCs produced crestospheres that differentiated to neurons, melanoblasts, smooth muscle cells,
and chondrocytes, but in conjunction with neurospheres positive for Sox2. These results highlight
the differences observed when studying NC progenitors in vivo and those differentiated in vitro from
ESCs. We observed significant increases in Sox9 and Snail expression after NC induction under control
conditions, indicating proper NC induction of mESCs. Furthermore, in MGR and HGR+MGR cells
stimulated with Dex, significant upregulation of Sox10 was observed. This suggests that the NC
progenitor state is enriched under these conditions. However, enhanced differentiation to neurons,
smooth muscle, and chondrocyte-like cells was also observed, which might reflect cell populations at
different stages of differentiation to NC derivatives in these cultures. To our knowledge, this is the
first report that indicates that activation of HES-1 and MSX-1 in mESCs produce higher proportions of
neurons, smooth muscle cells, and chondrocytes, derivatives obtained also from the differentiation of
NC stem/progenitor cells, although the molecular mechanisms remain to be identified.

Previously reported evidence demonstrated that morphogens, such as BMPs, together with the
transcription factor SOX9, are crucial for chondrogenesis. Wntl-driven Sox9 conditional knockout
present defects in cartilage production in cranial structures [32]. SOX9 is the transcription factor
that activates Collagen Ila (Col2a1) [59]. On the other hand, the Col2al gene can also be controlled
by Barx2, a homeodomain transcription factor [60]. Chondrocytes can be articular or growth plate
(hypertrophic): the former give rise to cartilage and the latter provide a template on which new bone
is formed, substituting hypertrophic cells. Hypertrophic chondrocytes express Col10al [61].

Activation of Msx genes by BMP signaling can promote cartilage development. For example,
exogenous BMP-7, applied to lateral mandibular region at an early stage of chick development, causes
ectopic expression of Msx1 and inhibited the formation of Meckel’s cartilage. In contrast, BMP-7
addition at later stages up-regulated Msx1, but the final result was increased chondrogenesis [62].
Another paper where chick embryos were transduced with BMP receptors in craniofacial structures,
showed that the activation of these receptors upregulated Msx1 and Msx2 transcripts in regions that
normally do not express these genes, causing overgrowth of cartilage elements in the head; the authors
conclude that the activation of BMP receptors promotes chondrogenesis [63].

We found that MSX-1 activation in MGR cells induces upregulation of Col2a1 transcription, as well
as an increase in Alcian blue staining of micromass cultures, an effect not previously reported, but that
might have interesting implications for cartilage development. In fact, the expression of Col2al is a
sign of chondrocyte maturation for cells differentiated from mESCs, and was observed when using
a different protocol, involving embryoid bodies and cell aggregation, to produce chondrocytes [33].
Craft and coworkers used different induction protocols for the production of articular o hypertrophic
chondrocytes. They described differences in morphology and Collagen2al protein levels: hypertrophic
cells are larger and had higher levels of Collagen 2, compared to articular cells [33]. Our results
indicated that in MGR cells stimulated with Dex chondrogenesis occurred by the expression of Sox9
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and Col2al. Furthermore, stimulated MGR cells replated in micromass conditions showed stronger
staining for the extracellular matrix components detected by Alcian blue. Interestingly, HGR+MGR
cells stimulated with Dex showed increased proportions of COLLAGEN 2A1-positive cells, larger
chondrocyte-like cells and an increased, albeit non-significant, expression of the hypertrophic marker
Coll0al, suggesting that simultaneous activation of HES-1 and MSX-1 promotes a growth plate
chondrocyte-like phenotype.

4. Materials and Methods
4.1. Cell Culture

4.1.1. NIH-3T3 Cells

The NIH-3T3 mouse embryonic fibroblast cell line (ATCC®CRL-1658™) was cultured in
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) containing 10% fetal bovine serum (FBS), 2 mM
Glutamax (GIBCO®, Waltham, MA, USA), and 50 U/mL penicillin-streptomycin (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, USA) in gelatin-coated dishes at 37 °C with 5% CO,.

4.1.2. ESCs

Mouse ESCs of the W9.5 line (gift of Diana Escalante-Alcalde Lab) were grown in Knock-Out
Dulbecco’s Modified Eagle Medium high-glucose (KO-DMEM) containing 15% FBS, Leukemia
Inhibitory Factor (1000 U/mL), 0.1 mM nonessential amino acids, 2 mM Glutamax (GIBCO®, Waltham,
MA, USA), 55 uM 2-mercaptoethanol, and 50 U/mL penicillin-streptomycin (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA). To maintain the pluripotent state, ESCs were grown with 2i: the GSK-3§3 inhibitor
CHIR99021 (3 uM, EMD Millipore Co., Hayward, CA, USA) and the Extracellular signal-regulated
kinases (ERK) inhibitor PD0325901 (1 uM, Sigma-Aldrich, Milwaukee, WI, USA) [64].

4.1.3. PA6 Cells

PA6 stromal cells (RIKEN BioResource Center) were used for their stromal cell-derived neural
inducing activity. These cells were cultured in Minimum Essential Medium (x-MEM) containing 10%
FBS and 50 U/mL penicillin-streptomycin (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). PA6 cells
were cultured in gelatin-coated plates at 37 °C in 5% CO,. To avoid nutrient depletion of the culture
medium, PA6 cells were inactivated mitotically with 10 ug/mL Mitomycin C for 2 h at 37 °C in 5%
CO,. After 2 h, the cells were washed with PBS, harvested and maintained in culture with x-MEM
until used for differentiation of mESCs.

4.2. Generation of cDNA Constructs and the Inducible System

The development of hormone-inducible proteins allows accurate control of the time at which
they act [65,66]. To temporally control overexpression of Hesl and Msx1 and coexpression of
Hes1-Msx1, the ligand binding domain of the human GR was amplified with the GR-Fw (Sacl)
5-GAGCTCcacaagaaacctctgaaaatcctggtaac-3’ and GR-Rev (Xhol) 5'-CTCGAGctgattggteatgatttcage-3' [15]
and cloned upstream in frame (into Sacl and Xhol sites) with the coding sequence of a myc-His
construct. This control plasmid only expresses encoded GR and the myc-His tag. The Mus musculus
Hes1 ORF and Msx1 ORF sequences were high-fidelity PCR amplified from the full-length cDNA
clone ID 6478994 (cat. # MMM1013-9200434, Open BioSystems Inc., Dharmacon, Lafayette, CO, USA)
using the following primers: mHes1-Fw (HindIIl) 5'-AAGCTTatgccagctgatataatggagaaa-3'; mHes1-Rev
(BamHI) 5'-GGATCCagttccgecacggtcteca’; mMsx1-Fw (HindIIl) 5'-AAGCTT atgacttctttgecacteggtg-3';
mMsx1-Rev (BamHI) 5'-GGATCC aagtcaggtggtacatgctgtagee-3) and ligated into a pCR-Topo-TA
vector. The amplified fragment encoded 284 amino acid residues of Hes1, without the stop codon,
and included its three structural domains, bHLH, Orange and WRPW. Msx1 (cDNA clone ID
4923403, cat. # MMM1013-202766935) contained the repressor domain, homeodomain (DNA binding)
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and nuclear localization signal (NLS). The pTopo-Hes1 vector and pTopo-Msx1 vectors were cut
and then directionally subcloned into HindIII and BamHI sites in the GR vector to produce the
Hes1-GR-pcDNA3.1-myc-His construct and Msx1-GR was subcloned into pcDNA3.1-Hygro, as shown
in Table 1. DH5x cells were used to expand the plasmid, and the colonies were selected with 100 pg/mL
ampicillin. Plasmid DNA was obtained and sequenced to verify each construct.

Table 1. Plasmid List. Gene sequences can be found on the NCBI GenBank database.

Plasmid Name NCBI Accession Number and Name Vector Backbone Reference
- R HQ692822, Homo sapiens glucocorticoid pcDNA3.1(+)/myc-His
hGR-peDNA3.1-myc-His nuclear receptor nRNA A™ Invitrogen Current work
. BC051428, Mus musculus hairy and hGR-pcDNA3.1-myc-His
mHes1-hGR-pcDNA3.1-myc-His enhancer of split 1, mRNA (Current work) Current work
BC016426, Mus musculus homeobox 1, ~ hGR-pcDNA3.1-myc-His
mMsx1-hGR-pcDNA3.1-Hygro msh-like 1, MRNA (Current work) Current work

4.3. Nuclear Translocation after Dexamethasone Stimulation

NIH-3T3 cells were used to express the hGR-pcDNA3.1-myc-His (GR), Hes1-hGR-pcDNA3.1-
myc-His (HGR) or Msx1-hGR-pcDNA3.1-Hygro (MGR) constructs. Cells were transfected using
Lipofectamine 2000 (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) according to the manufacturer’s instructions.
Twenty-four hours before transfection, NIH-3T3 cells were cultured in DMEM without phenol
red supplemented with 10% charcoal-stripped FBS to avoid activation of GR before Dex addition.
Forty-eight hours after transfection, the cells were treated with 10 uM dexamethasone (Dex; D2915,
Sigm -Aldrich, Milwaukee, WI, USA) to evaluate nuclear translocation of the constructs. We stimulated
the cells with Dex for 24 h, assessed nuclear translocation using specific antibodies and analyzed the
staining using ImageJ] program (1.51 p 22). In brief, we selected, using the freeform drawing tool,
the nucleus of each cell stained with the specific antibody recognizing the 6X-His tag to identify GR
and HGR translocation or anti-MSX-1/2 antibodies for MGR. After selection of the area of interest,
we chose a region next to the cell that had no fluorescence, defined this as the background level, and
subtracted the contribution of the background in the selected area. We then quantified the integrated
density and mean gray value and used these data to calculate the corrected cell fluorescence (CCF) in
the nucleus using the equation CCF = Integrated density — (area of selected cell x mean fluorescence
of background readings).

4.4. Generation of Stable mESC Lines

Two-and-a-half million mESCs were electroporated separately with 3 pg of the GR, HGR, or MGR
plasmids, or with both the HGR and MGR plasmids using the Nucleofector system (Lonza, Basilea,
Suiza). After electroporation, cells were cultured in KO-DMEM with LIF and 2i. Two days after
electroporation, mESCs were treated with 200 pg/mL G418 (Sigma-Aldrich, Milwaukee, WI, USA) or
300 pg/mL Hygromycin B (Sigma-Aldrich, Milwaukee, WI, USA) for 10 days to select resistant clones.
Clones were expanded and maintained with 100 pg/mL G418 or 110 pg/mL Hygromycin B in the
presence of LIF and 2i before differentiation.

4.5. Genotyping of the Resistant Clones

To detect integration of specific cDNA into the mouse genome, we obtained genomic DNA and
evaluated the presence of human GR, HGR or MGR via end-point PCR using specific primers (all listed
5'-3"). For GR: Forward (Fw)-gttggaggttattgaacctgaag and Reverse (Rev)-ttcatgcatagaatccaagag;
GR/myc-His: Fw-ctgacaaaactcttggattctatgc and Rev-tgaatatgcataccggtcatcatc; mMsx1-GR (MGR):
Fw-cctacgcaagcacaagacca and Rev-ggtagggetgagttgtggta; mHes1-GR (HGR): Fw-tctacaccagcaacagtgg
and Rev-tgaatatgcataccggtcatcatc. The amount of DNA was assessed with the following
specific primers for Gapdh (NM_001289726.1): Fw-atcaccatcttccaggagcg and Rev-cctgcttcaccaccttcttg.
The confirmed clones for each construct were chosen based on the best morphology of the pluripotent
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colonies. One clone per construction was analyzed: GR (G2), HGR (H5), MGR (M5) and HGR+MGR
(H+M 20).

4.6. Neural Crest Differentiation

mESCs were harvested with Triple Xpress (Gibco), resuspended in fresh DMEM without phenol
red LIF or 2i, counted, plated at 2.5 x 103 cells/mL in 24 well-plates with mitotically inactivated
PAG6 cells for 8 days in differentiation medium (DMEM without phenol red, 10% charcoal-stripped
FBS, 2 mM Glutamax, 0.1 mM nonessential amino acids, 1 mM sodium pyruvate and 0.1 mM
2-mercaptoethanol) [6]. According to this protocol, 0.5 nM BMP4 was added from day 5 to day
8 of differentiation and cells were replated on fibronectin-coated dishes in medium containing
chick embryo extract to promote neural and smooth muscle differentiation [6,56]. We evaluated
the expression of NC, neuronal and smooth muscle cell markers via RT-PCR with specific primers and
by immunofluorescence with specific antibodies.

4.7. Immunofluorescence Staining

NIH-3T3 fibroblasts were plated on gelatin-coated coverslips, washed three times in PBS,
fixed with 4% paraformaldehyde solution for 10 min, washed again three times with PBS and
permeabilized with 0.5% Triton X-100 for 1 h. After blocking for 1.5 h with 10% normal goat serum,
samples were probed with primary monoclonal mouse anti-His tag (1:400, ab18184, Abcam, Cambridge,
UK) or monoclonal mouse anti-MSX-1/2 (1:500, clone 4G1, Developmental Studies Hybridoma Bank,
University of Iowa, IA, USA) antibody at 4 °C overnight, followed by a wash and incubation with goat
anti-mouse secondary antibody conjugated with Alexa 488 (1:1000, A-11001, Thermo Fisher Scientific)
according to the manufacturer’s instructions. After staining, the percentage of cells with nuclear
staining was quantified, either as corrected cell fluorescence (CCF) in the nucleus for the anti-His tag
or cells positive for MSX-1/2 in the nucleus.

mESCs were stained with specific antibodies recognizing pluripotent transcription factors, namely,
monoclonal mouse anti-Oct4 (1:750, 611202, BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ, USA), polyclonal
rabbit-anti Sox2 (1:750, AB5603, Millipore Co., Hayward, CA, USA) and polyclonal rabbit anti-Nanog
(1:1000, 500-P236, Pepro Tech, Inc. Rocky Hill, NJ, USA) antibodies. Resistant mESC clones were
stimulated with Dex and assessed for neural markers using polyclonal rabbit anti-Tuj1 (anti-3-Tubulin
111, 1:1000, MRB-435P-100, BioLegend Inc, San Diego, CA, USA), monoclonal mouse anti-o-Smooth
Muscle Actin (1:400, clonelA4 A2547, Sigma-Aldrich Milwaukee, WI, USA) and monoclonal mouse
anti-Col2a1 (1:200, sc-518017) antibodies. Secondary goat anti-mouse IgG (H+L) Alexa-fluor 488 (1:1000,
A-11001, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) and goat anti-rabbit IgG (H+L) Alexa-fluor 568
(1:1000, A-11011, Thermo Fisher Scientific) antibodies were used.

4.8. RNA Extraction and RT-PCR

Total RNA was isolated from pluripotent and differentiated cells using TRIzol reagent (Molecular
Research Center Inc, Cincinnati, OH, USA). Then, 1 ug of RNA was reverse transcribed using 10 mM
dNTPs (Promega, Madison, WI, USA), 100 U of Superscript III Reverse Transcriptase, and 500 ng of
oligo (dT) 12-18 (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) to produce cDNA. PCR reactions were performed
using 300 ng of cDNA, 2 U of recombinant Tag DNA polymerase (Invitrogen), 20 pmol of each
oligonucleotide, dNTPs (Promega, Madison, WI, USA), 1.5 mM MgCl, (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA)
and 0.5 pM of the following specific primers. For HesI (NM_008235): Fw-tctacaccagcaacagtgg and
Rev-tcaaacatctttggcatcac; Msx1 (NM_010835.2): Fw-cctgaaaccaggcaggactt and Rev-ggatgcttgagagecacgaa;
Snail (NM_011427): Fw-gtggaaaggccttctctagge and Rev-cagactcttggtgcttgtge; Sox9 (NM_011448):
Fw-agctcaccagaccctgagaa and Rev-ccagcaatcgttaccttc; Sox10 (NM_011437): Fw-gcaggaagggttagggtagg
and Rev-gcggagaaaggatcagagtg. PCR products were analyzed via electrophoresis to determine
their molecular weights after ethidium bromide staining. Reactions with RNA in the absence of
retro-transcription were included as negative controls. The housekeeping genes 3-Actin (NM_007393)
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(Primers: Fw-gggtcagaaggattcctatg and Rev-ggtctcaaacatgatctgge) and Gapdh (NM_001289726.1)
(Primers: Fw-atcaccatcttccaggageg and Rev-cctgettcaccaccttcttg) were used to normalize the gene
expression levels. The expression of neural and NC markers was evaluated in GR, HGR, MGR, and
HGR+MGR cell lines after induction of nuclear translocation by Dex, and the results were compared
to the condition without Dex.

4.9. gPCR

Real-time polymerase chain reaction (PCR) was carried out using iTaq Universal
SYBR Green Supermix (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) and a CFX96 Real-Time System
(Bio-Rad, Hercules, CA, USA). The primer concentration was 03 uM. Forty reaction
cycles were performed followed by melt curves to confirm the specificity of the primer
sets.  Three biological replicates were measured. @ We used the following specific primers.
For a-Sma/Acta2 (NM_007392.3): Fw-ctaaggccaaccgggagaaa and Rev-agtccagcacaataccagttgt;
B-Tubulin Il (NM_023279.2): Fw-ggcctectctcacaagtatgt and  Rev-ttgecageaccactctgac;  Col2al
(NM_001113515.2): Fw-gaaggtgctcaaggttctcg and Rev-ctccaggaataccatcagtce; Nanog (NM_028016.3):
Fw-tatctggtgaacgcatctgg and Rev-ctgetecgetecataacttc; Oct4 (NM_001252452.1): Fw-gggctagagaaggatgtggtt
and Rev-ggaaaagggactgagtagagtgtge; Pax6 (NM_001244198.2): Fw-caccagactcacctgacacc and
Rev-cgaatacggggctctgagaa; Sox1 (NM_009233.3): Fw-atgatgcaggaggcacage and Rev-ccatgcaccgctacgacat;
Sox2 (NM_011443.4): Fw-gcacatgaacggctggagcaacg and Rev-tgctgegagtaggacatgcetgtagg; Col2al
(NM_001113515.2) Fw-gaaggtgctcaaggttctcg and Rev-ctccaggaataccatcagtcc; Col10a1 (NM_009925.4)
Fw-caatggcagcagcattacg Rev-gcgtgecgttcttatacagg; Aggrecan (NM_007424.3) Fw-ccttctccagcttcttgage
and Rev-ggcagtggacttgtctcagg; for normalization, we used the housekeeping gene B-Actin
(NM_007393): Fw-gggtcagaaggattcctatg and Rev-ggtctcaaacatgatctggg.

4.10. Micromass Culture

After 8 days of differentiation in stromal PA6 cells, cells were harvested and counted. Micromass
cultures were obtained by pipetting a 10 uL droplet (2 x 10° cells) of cell suspension in 24-well
plates. Following a 3 h attachment period without medium, differentiation medium was gently
added, and changed every other day. The day of plating in micromass culture was designated as day
0. Starting on day 1, the culture medium was changed, and dexamethasone or vehicle was added,
as indicated in Figure 1. After 3 or 10 days, micromass cultures were rinsed twice with PBS and fixed
with Khale solution for 20 min at room temperature. This solution was substituted by 0.5% Alcian
blue solution in 0.1 N HCIL. After two days of staining, cultures were washed two times with 0.1 N
HCI for 5 min. The cultures were stored in PBS until microphotography analysis [67]. The images of
each well were digitalized by a color scanner (Hp Deskjet Ink Advantage 2135, Palo Alto, CA, USA),
and are shown as insets for each condition. The microscopic pictures were acquired with an inverted
microscope (Nikon DIAPHOT, Minato, Tokio, Japan) and digitalized to 8 bits. These images were
further processed to subtract background and to add the “Cyan hot” filter, using the open access
program Fiji (Figure 10 A-H). Higher magnifications images were acquired with a Nikon eclipse
TE2000-U inverted microscope and minimally adjusted for brightness and contrast (Figure 10 I-X).

4.11. Statistical Analysis

Experiments were performed in triplicate with at least 3 independent replicates. The results
are expressed as the mean + SEM. One-way or two-way ANOVA was applied followed by Tukey’s
multiple comparison test. p values <0.05 were considered statistically significant.

5. Conclusions

Altogether, our results show that the activation of two key genes that have been demonstrated to
be pivotal in the development of multiple lineages in chick, mouse, and frog embryos has an effect on
differentiation of the generated mESC lines into NC cells. Most protocols for NC differentiation of
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ESCs require several exogenous cell signaling molecules to facilitate differentiation into NC-derived
cells [68]. Remarkably, in this work, the lineages obtained were differentiated through activation of
the HES-1 and MSX-1 transcription factors in addition to the extracellular stimulation. It is tempting
to speculate that these differentiated a-SMA-expressing cells will provide a valuable in vitro model
to gain insights into the genes and pathways involved in the formation of smooth muscle cells for
research in vascular development. Vascular smooth cells are neural crest derivatives, a cell population
which is important in physiological and pathological processes that are not yet completely understood
(i.e., the neurocristopathies CADASIL and Alagille syndromes) [1]. On the other hand, MGR cells
might be used to produce chondrocytes at higher efficiencies, another NC-derived cell type which is
highly relevant for craniofacial development
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Abbreviations

BMP Bone morphogenetic protein
COL2A Collagen type II alpha 1 chain
Dex Dexamethasone

ESC Embryonic stem cells

FBS Fetal bovine serum

FGF Fibroblast growth factor

GR Glucocorticoid binding domain
HES-1 Hairy and enhancer of split 1
HGR Hes1-GR

LIF Leukemia inhibitory factor
MSX-1 Muscle-segment homeobox 1-like
MGR Msx1-GR

NC Neural crest

NIH-3T3 Mouse embryo fibroblast cell line
a-SMA a-Smooth muscle actin
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Supplementary information
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Figure S1. Inducible GR, Hes1 and Msx1 DNA constructs. Plasmid maps depicting the insertion of
GR (6267 bp) into pcDNA3.1; this vector was used to clone in-frame either Hes1 (7034 bp) or Msx1

(7035 bp).
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Figure S2. Transient transfection of mouse fibroblasts to verify nuclear translocation after
dexamethasone addition. (A) NIH-3T3 fibroblasts were transfected with HGR (left side) or MGR
(right side) for 48 hours. Afterwards, cells were treated with 100 pM dexamethasone, and nuclear
translocation was evaluated after 24 hours using a specific 6X-His tag or Msx1 antibody. (B)
Quantification (using Image]J) of corrected cell fluorescence of 6X-His tag staining in the nucleus of
untreated cells or cells stimulated with dexamethasone. The percentage of Msx1-positive nuclei
clearly increased after dexamethasone addition. Statistical analysis, Student’s t-test; *p< 0.05, and

4p<0.01.
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