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RESUMEN

La paralisis supranuclear progresiva (PSP) es una enfermedad neurodegenerativa
esporadica poco comun cuya etiologia no esta del todo clara y que carece de un modelo
especifico que facilite su estudio. Debido a lo antes mencionado, este trabajo tuvo como
objetivo analizar datos transcriptomicos de libre acceso del I6bulo temporal medial (LMT)
provenientes de pacientes con PSP, y encontrar posibles procesos desregulados o genes
de interés. Posteriormente se buscoé replicar estos resultados a nivel transcriptdmico en
lineas celulares precursoras neurales (CPNs) provenientes de pacientes con PSP, para
evaluar su potencial para modelar la enfermedad a nivel transcriptémico. En el LMT de
pacientes con PSP, se encontraron genes expresados diferencialmente (DEGs) y médulos
de genes asociados al procesamiento del ARNm, mielinizacién, el sistema de
endomembranas y de sintesis y catabolismo de proteinas, todos ellos con excepcion del
Gltimo, procesos que han sido previamente reportados como afectados a nivel
transcriptomico para PSP. También se detectaron 7 posibles factores de transcripcion que
tienen como blanco los genes desregulados en PSP, resaltando FOX0O3, como el tnico con
una expresion significativa diferencial entre pacientes con PSP y sujetos sanos. Ademas,
se hizo una comparacién con DEGs reportados en la literatura provenientes de la corteza
temporal de pacientes con PSP y con una lista de genes asociados a la enfermedad
reportados en el NCBI y de GWAS, donde se encontré 54 genes de interés en comdn; entre
ellos, detectamos la regulacion a la baja de SLCO1A2 y MOBP, conocidos como genes de
riesgo para PSP. Estos resultados proponen a los genes de interés como posibles genes
asociados a la patologia de PSP, asi como de FOXO3 en la desregulacion de genes en el
LMT de pacientes con PSP. En cuanto a las CPNs, se logr6 establecer la linea GIH-131-
C1 proveniente de un paciente diagnosticado con PSP esporadico y la linea F12436.3 de
un paciente sano. Se detect6 que los DEGs en la linea GIH-131-C1 estaban relacionados
a la estructura sinéptica, neurodesarrollo y sistema de endomembrana, pero mostré una
baja correlacién a nivel transcriptomico con el LMT de pacientes con PSP, lo que nos indica

una baja similitud de este tipo celular, con lo ocurrido en el LMT de pacientes con PSP.

Palabras clave: paralisis supranuclear progresiva, tauopatias, transcriptoma, genes
expresados diferencialmente, WGCNA, factores de transcripcién, células precursoras

neurales.
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ABSTRACT

Progressive supranuclear palsy (PSP) is a rare sporadic neurodegenerative disease whose
etiology is unclear and lacks a specific model to facilitate its study. For the reasons
mentioned above, this work aimed to analyze open access transcriptomic data from the
medial temporal lobe (MTL) of patients with PSP, hoping to find possible deregulated
processes or genes of interest; then, we look to replicate these results at the transcriptomic
level in neural precursor cell (NPCs) lines from patients with PSP, to assess their potential
to replicate the disease at the transcriptomic level. In the MTL of patients with PSP,
differentially expressed genes (DEGs) and gene modules associated with mRNA
processing, myelination, the endomembrane system, and protein synthesis and catabolism,
all of them except for the last one, are processes that have been previously reported as
being affected at the transcriptome for PSP. Seven possible transcription factors that target
genes deregulated in PSP were also detected, highlighting FOXO3, as the only one with a
significant differential expression between PSP patients and healthy subjects. In addition, a
comparison was made with DEGs reported in the literature from the temporal cortex of
patients with PSP and with a list of genes associated with the disease reported in the NCBI
and GWAS, where found 54 genes of interest in common; among them, we detected
downregulation of SLCO1A2 and MOBP, known as risk genes for PSP. These results
suggest the possible association of genes of interest and FOXO3 with PSP pathology.
Regarding the NPCs lines, it was possible to establish the GIH-131-C1 CPN line from a
patient diagnosed with sporadic PSP and the F12436.3 line from a healthy patient. We
detected that DEGs in the GIH-131-C1 were associated with synaptic structure,
neurodevelopment, and endomembrane system, and a low correlation in gene expression
with the LMT of PSP patients. These results indicate a low similarity at the transcriptomic

lever for this cell line with what happened in the LMT of patients with PSP.

Keywords: Progressive supranuclear palsy, Tauopathies, Transcriptome, Differentially

expressed genes, WGCNA, Transcription factors, Neural Precursor Cells.
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1. INTRODUCCION
1.1 Paralisis Supranuclear Progresiva

La Pardlisis Supranuclear Progresiva (PSP), es una enfermedad neurodegenerativa
esporadica poco comun, considerada el segundo parkinsonismo atipico mas frecuente. Los
parkinsonismos atipicos son un conjunto de sinucleopatias y tauopatias, que se
caracterizan por la deposicion anormal de la proteina a-sinucleina y tau respectivamente
(Levin et al., 2016). La PSP se define como una tauopatia primaria, que pertenece a un
grupo de enfermedades neurodegenerativas en las que los depoésitos de la proteina tau son
el factor contribuyente mas significativo del proceso neurodegenerativo (Josephs, 2017).
En la PSP estos depdsitos se encuentran principalmente en neuronas, astrocitos y
oligodendrocitos afectando principalmente a zonas subcorticales y al tallo encefalico
(Josephs, 2017; Levin et al., 2016).

Este sindrome fue reconocido por primera vez por J. Clifford Richardson a mediados
de la década de 1950, cuando fue consultado por un amigo que presentaba problemas
motores para coordinar la marcha y movimientos oculares, asi como problemas de
memoria (Weiner, 2009). Durante los afos siguientes, Richardson observd casos con
sintomatologia similar, por lo que, en 1963, junto con John Steel y Olszewski, realizaron
una descripcion detallada de esta enfermedad, a la que denominaron paralisis supranuclear
progresiva (Armstrong, 2018; Long et al., 2015; Weiner, 2009). Hoy se sabe que el fenotipo
descrito por ellos corresponde a lo que ahora es PSP Richardson (PSP-RS, por sus siglas

en inglés).
1.1.1 Subfenotipos de PSP

En la PSP el cuadro clinico es heterogéneo, desde la descripcion de la enfermedad, el
espectro clinico se ha ampliado y se han identificado diferentes subfenotipos; la diferencia
entre ellos radica en los primeros signos y sintomas que se presentan, asi como el patrén
de progresion de la enfermedad y el tiempo de supervivencia (Boxer et al., 2017). Sin
embargo, en etapas mas avanzadas de la enfermedad, la mayoria de los subfenotipos
clinicos comparten una sintomatologia mas tipica de PSP-RS (Boxer et al., 2017). Entre los
subfenotipos mas caracteristicos se encuentran: 1) El PSP-parkinsénico, donde predomina
el parkinsonismo entre los sintomas de aparicién temprana, se caracteriza por presentar
respuesta a la levodopa, rigidez extrapiramidal asimétrica y temblor (Boxer et al., 2017;

Parthimos & Schulpis, 2020); 2) el PSP-sindrome cortico basal, el cual se caracteriza por
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presentar el fenotipo caracteristico del sindrome corticobasal (CBS, por sus siglas en
inglés), en el cual se ven afectadas las corteza parietal media y la parietal inferior. (Boxer
et al., 2017; Parthimos & Schulpis, 2020); 3) mientras que el PSP-demencia frontotemporal,
se refiere al fenotipo con caracteristicas clinicas de la demencia frontotemporal, como un
deterioro progresivo temprano de la personalidad, cambio en la conducta y deterioro
cognitivo, afecta principalmente la corteza en el I6bulo frontal y el temporal (Boxer et al.,
2017; Parthimos & Schulpis, 2020). La tabla 1 resume algunas de las caracteristicas de los
fenotipos reportados en la PSP.

Tabla 1. Tipos de fenotipos en la paralisis supranuclear progresiva (PSP). Modificada de
(Armstrong, 2018).

Fenotipo Abreviacion |Caracteristicas de la enfermedad

PSP-Sindrome |PSP-RS Disfuncién motora ocular vertical, inestabilidad postural
de Richadson de inicio temprano y caidas

PSP-Motor PSP-OM Disfuncion motora ocular predominante

ocular

PSP- PSP-PI Inestabilidad postural predominante

Inestabilidad

postural

PSP- PSP-P Fenotipo clinico que se asemeja a la enfermedad de
Parkinsonico Parkinson

PSP-Frontal PSP-F Disfuncion cognitiva frontal o conductual (similar a la

demencia frontotemporal variable conductual)

PSP- PSP-PGF Trastorno aislado de la marcha con vacilacién inicial y
Congelacion congelacion progresiva de la marcha
progresiva de la

marcha

PSP-Sindrome |PSP-CBS Sindrome corticobasal (1 signo de trastorno del

Corticobasal movimiento y 1 signo cortical)
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PSP-Desorden |PSP-SL Apraxia progresiva del habla y/ o afasia progresiva

del lenguaje y primaria no fluida /agramética
habla
PSP-Esclerosis |PSP-PLS Esclerosis lateral primaria

lateral primaria

PSP- Ataxia PSP-C Ataxia cerebelosa como sintoma inicial y predominante

cerebelar

1.2 Aspectos clinicos de la PSP

La PSP se caracteriza clinicamente por el enlentecimiento de movimientos sacadicos
verticales, paralisis de la mirada vertical, inestabilidad postural, rigidez axial, disfagia,
disartria, presencia de caidas dentro del primer afio de aparicion de los sintomas, asi como
alteraciones cognitivas y conductuales (Hoglinger et al., 2017). El orden de aparicion de los
sintomas es muy variable, sin embargo, la mayoria de las veces, el déficit cognitivo y
conductual se encuentran entre los primeros sintomas que se desarrollan (Golbe, 2014b);
poco después, surge la afectaciébn de los sintomas motores, las caidas comienzan a
volverse frecuentes, el enlentecimiento de los movimientos sacadicos verticales se hace
evidente y culmina con la pardlisis supranuclear de la mirada (Golbe, 2014b). Sin embargo,
el uso de este cuadro clinico para diagnostico de PSP no es muy acertado debido a que
solamente identifica el sindrome de PSP-RS, el principal fenotipo clinico de PSP. En un
trabajo reciente realizado en pacientes confirmados por autopsia encontrd que solo el 24%
de los casos presentados como PSP eran PSP-RS, mientras que mas de la mitad de los
casos mostraban caracteristicas sobrepuestas de varios subfenotipos 0 no podian

catalogarse como uno de los ya descritos (Respondek et al., 2014).

1.2.1 Epidemiologia

Se estima que la prevalencia de la enfermedad es de 5-7 casos por cada 100.000 personas
y aumenta de 1.7 casos entre los 50-59 afios a 14.7 casos por cada 100.000 habitantes
entre los 80-99 afios (Boxer et al., 2017; Parthimos & Schulpis, 2020). La edad promedio
de aparicion de los sintomas es a los 63 afios, pero hay reportes de personas con 40 afios

gue presentan sintomatologia. Desde el momento de aparicidon de los sintomas la
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expectativa de vida oscila entre 5 a 9. afios (Baba et al., 2006; Parthimos & Schulpis, 2020).
De lo reportado en México, solo existe un estudio en donde se documenta una incidencia
de 1.5% de casos confirmados de PSP dentro de una cohorte de 647 casos diagnosticados
con distintos parkinsonismos, siendo la enfermedad de Parkinson (EP) la méas recurrente
ocupando el 92.9 % de los casos (Mayela et al., 2012).

1.2.2 Histopatologiay anatomia de PSP

La PSP se caracteriza histolatolégicamente por presentar depoésitos de tau, principal
caracteristica de todas las tauopatias, la diferencia entre ellas radica en las zonas del
cerebro y tipos celulares afectados, el tipo de morfologia de estos depdsitos de proteina
tau, asi como otras caracteristicas que se mencionaran posteriormente (Kovacs, 2018). En
la Figura 1, se pueden apreciar los tipos principales de lesiones observadas en PSP, como
son los agregados de la proteina tau a manera de marafias neuofibrilares (MNFs) dentro
de las neuronas, en las prolongaciones (Neuritas distréficas), en astrocitos (astrocitos en

penacho) y en oligodendrocitos (cuerpos enrollados) (Boxer et al., 2017).

(d) (e)

(a) ®) () g
“Z _ Sty 2 4
(B Y g @
- “’ B / 3 - i

P ’ .g N

Figura 1. Tipos de agregados de la proteina tau en la PSP. Inmunohistoquimica que
muestra los tipos agregados de proteina tau en PSP: (a) en oligodendrocitos (cuerpos
enrollados); (b) en astrocitos (astrocitos con mechones, o en penacho); (c) hilos de

neuropilo; (d) neuronas prefibrilares; (e) marafias neurofibrilares (Bruch et al., 2017) (-10

pum).

Aungque a nivel anatémico la extension patoldgica de tau en PSP es altamente
variable, hay una tendencia hacia una mayor afectacion de los nucleos subcorticales,
principalmente los ganglios basales y el tronco del encéfalo (Weiner, 2009). Dentro de estos
nucleos, el nlcleo subtaldmico, la sustancia negra y el globo pélido son las regiones mas

afectadas (Brown & Seeley, 2016), mientras que las regiones cerebrales donde la
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afectacién es muy variable son la corteza cerebral, protuberancia, nucleo caudado, nucleo
dentado cerebeloso y sustancia blanca cerebelosa (Brown & Seeley, 2016; Weiner, 2009).
Existe evidencia sustancial que indica que la afectacion de las regiones subcorticales
precede a las areas corticales, de las cuales primero se ven afectadas las cortezas
frontoparietales, luego las cortezas temporal y finalmente la occipital, tal y como se observar
en la Figura 2 (Kovacs et al., 2020).

La distribucion regional de la patologia de tau y la pérdida neuronal varian entre los
diferentes subfenotipos, por ejemplo, hay un dafio méas significativo en las regiones
corticales en el caso de los subfenotipos PSP-CBS, PSP-SL y PSP-F (Parthimos &
Schulpis, 2020), en comparacion con el predominio del dafio en los ganglios basales y el
tronco encefélico para los subfenotipos PSP-P y PSP-PGF, tal y como se muestra en la
Figura 2 (Parthimos & Schulpis, 2020).

Participacion

Participacion
Temprana Tardia

v

(b) Variantes de PSP
PSP-CBS, PSP-SL y PSP-F
PSP-PGF y PSP-P

Ganglios basales y Corteza
tronco encefalico

Figura 2. Areas cerebrales afectadas en la PSP y sus subfenotipos. (a) Mapa de calor
gue esquematiza la afectacion temporal de las diferentes areas del cerebro en pacientes
con PSP-Sindrome de Richardson; (b) cuadro que esquematiza los subfenotipos que

presentan mayor alteracion en los ganglios basales y tronco encefalico, asi como aquellos
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subfenotipos que presentan alteracion en la corteza. Modificado de (Kovacs et al., 2020).
Abreviaciones: PSP-Sindrome Corticobasal (PSP-CBS); PSP-Desorden del lenguaje y
habla (PSP-SL); PSP-Frontal (PSP-F); PSP-Congelacion progresiva de la marcha (PSP-
PGF); PSP-Parkinsonico (PSP-P).

1.3 Proteina tau

Como se ha mencionado, las tauopatias primarias tienen como principal componente
neurodegenerativo la acumulacion de la proteina tau, por lo tanto, resulta importante
conocer la funcién de esta proteina. Tau es una proteina de asociacién de microttbulos
cuya funcién principal es regular su ensamblaje y su dinamica, desempefiando un papel
fundamental en la morfologia neuronal (Guo et al., 2017). En las neuronas, la proteina tau
se encuentra en los axones como una proteina altamente soluble y fosforilada que estabiliza
y promueve la polimerizacion de los microtubulos a través de los dominios de union a los
mismos (Hanger et al., 2009). La proteina tau es codificada por el gen de la proteina
asociada a los microtubulos tau 0 MAPT, que se ubica en el cromosoma 17 y presenta dos
principales haplotipos, el H1 y el H2, cuya Unica diferencia es una inversiéon cromosémica
de 900 kb en el haplotipo H2 (Avila et al., 2016). Existen seis diferentes isoformas de tau,
resumidas en la Figura 3, en donde se puede apreciar que se caracterizan por la presencia
0 ausencia de los exones 2, 3y 10 (Long et al., 2015). La inclusion del exdn 10 que codifica
para el cuarto dominio de unién a microtlbulos caracteriza las isoformas 4R (ON4R, 1N4R
y 2N4R); mientras que, las isoformas con procesamiento “splicing” alternativo que carecen
del exdén 10, son conocidas como las isoformas 3R (ON3R, 1N3R y 2N3R) (Avila et al.,
2016).
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Figura 3. Isoformas de la proteina tau. Esquematizacion de las seis isoformas existentes
de las diferentes isoformas. La inclusion o exclusion del exon 10 determina la diferencia
entre la 4R-tau y la 3R-tau. Modificado de (Long et al., 2015).

1.3.1 Aspectos moleculares patolégicos de la proteina tau

La proteina tau esta regulada de manera alta a nivel postranscripcional, principalmente a
través de su fosforilacién en residuos que se ubican cerca de los dominios de unién a
microtibulos, modulando asi su union (Arendt et al.,, 2016). Se ha reportado que en
condiciones patoldgicas esta proteina sufre un aumento en su fosforilacion de 3 a 4 veces
(hiperfosforilacion), asi como cortes proteoliticos en la regién carboxilo y amino-terminal, lo
gue disminuye su afinidad por los microtibulos y promueve una alteracién en su
conformacién (Cardenas-Aguayo Mdel et al., 2014; Golbe, 2014a; Simié et al., 2016). El
aumento de la proteina tau con conformacion alterada promueve la formacion de
agregados, que posteriormente llegan a formar oligbmeros, filamentos helicoidales
apareados, marafias prefibrilares y neurofibrilares, o MNFs, conduciendo un aumento de la
toxicidad y neurodegeneracién; en la Figura 4 se puede observar la esquematizacion del
proceso completo (Cardenas-Aguayo Mdel et al., 2014; Golbe, 2014a; Noble et al., 2013;

Simi¢ et al., 2016). El papel patolégico de las estructuras fibrilares sigue siendo objeto de
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debate, estudios recientes han propuesto la idea de que los oligbmeros de tau son los que
desempefian el papel neuropatoldgico mas crucial en mecanismos como la pérdida de la
integridad de la membrana, la disfuncion mitocondrial, sinptica, transporte axonal
deficiente y la propagacion patolégica a manera de prion de la proteina tau (Ghag et al.,
2018; Rosler et al., 2019).

La hiperfosforilacion de la proteina tau esta dada por diversas cinasas, en PSP se
ha reportado la actividad de la quinasa glicégeno sintasa 3 B, 0 GSK3p (Ferrer et al., 2002)
y la ciclina dependiente de quinasa 5, 0 CDK5 (Borghi et al., 2002), pero existe una gran
variedad de cinasas que han sido asociadas a tauopatias en general, como la quinasa
caseina 1, o CK1 y la proteina quinasa A, o PKA (Hanger et al., 2009). Otro aspecto
importante en PSP, es la prevalencia de las isoformas de tau 4R respecto a las 3R; 4R y
3R se expresan de manera similar en el cerebro humano adulto con un radio de 1:1 (Long
etal., 2015), pero en PSP, los agregados de la proteina tau se caracterizan por la presencia
predominante de las isoformas 4R, alterando el radio de expresion a 2:1 (4R/ 3R) (Long et
al., 2015).

P Hiperfosforilacion Marafias Neurofibrilares

Proteina Tau
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Figura 4. Mecanismo de formacion de agregados de proteina tau. Esquema de los
pasos en la patologia de tau, desde su funcién como estabilizadores de los microtibulos

hasta la formacion de las marafias neurofibrilares. Modificada de (Shirafuji et al., 2018).

Trabajos recientes apoyan la hipétesis de que la patologia de tau se propaga a
través de un mecanismo similar al de los priones (Demaegd et al., 2018a; Walker et al.,
2013). El primer paso hipotético en el mecanismo de propagacion seria la captacion de
semillas de tau patologica a través de macropinocitosis en neuronas y células gliales,

aunque la entrada de tau patologica desde el endosoma al citosol se desconoce (Demaegd
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et al., 2018b; Mudher et al., 2017). El paso siguiente es la agregacion de tau utilizando las
semilla de tau patolégica como una plantilla para la replicacién, esto esté respaldado por
experimentos que encontraron que las semillas recién formadas de tau patoldgicas
asemejan a la semilla tau patoldgica inicial que fue transfectada (Demaegd et al., 2018b;
Mudher et al., 2017). El ultimo paso seria la transferencia intercelular de los agregados
recién formados, para este paso se desconoce el mecanismo preciso, pero se proponen la
difusion pasiva facilitada, la exocitosis activa, los exososmas, o las conexiones célula-célula
(nanotubos) (Demaegd et al., 2018b; Mudher et al., 2017).

1.3.2 Aspectos genéticos y epigenéticos

La PSP tiene una etiologia multifactorial, donde aspectos genéticos, epigenéticos y factores
ambientales estan asociados con la prevalencia de la enfermedad (Rosler et al., 2019).
Aunque la mayoria de los casos reportados de PSP son esporadicos, existen casos de
formas familiares, que representan el 7% de los casos (Im et al., 2015; Wen et al., 2021);
en algunos de ellos se ha observado una herencia autosémica dominante, a los que se les
ha detectado mutaciones relacionadas con el gen de la proteina tau de asociacion a
microtibulos o MAPT (Roésler et al., 2019; Wen et al., 2021). La frecuencia de mutaciones
en el gen de MAPT varia de 0.6% a 14.3% de los casos diagnosticados con PSP (Pittman
et al.,, 2008; Wen et al., 2021). En total, se han reportado alrededor de 15 mutaciones
diferentes dentro del gen MAPT asociadas con PSP, la mayoria se encuentran dentro o
cerca del exén 10 (Wen et al., 2021), tal y como se puede apreciar en la Figura 5, con
excepcion de la mutacion R5L en el exén 1, V363A en el exén 12 y R406W en el exon 13
(Pittman et al., 2008; Wen et al., 2021). Ademas de las mutaciones en MAPT, también se
han detectado mutaciones poco frecuentes en el gen de la quinasa 2 repetida rica en leucina
0 LRRK2 (Wen et al., 2021), una cinasa relacionada con la EP, miembro de la superfamilia
Ras/GTPasa, que participa en distintos procesos celulares como el trafico vesicular, funcion

del citoesqueleto, autofagia, y la regulacion del sistema endolisosomal (Eguchi et al., 2018).
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Figura 5. Mutaciones asociadas al gen MAPT en la PSP. Localizacién de las 15
mutaciones asociadas al gen de MAPT, a lo largo de la isoforma 2N4R (Wen et al., 2021).

Otros aspectos genéticos importantes son la prevalencia de variantes de genes que
se encuentran sobrerrepresentados en la poblacion de individuos afectados (Visscher et
al., 2012), estas variantes, o polimorfismos de nucle6tido simple (SNP, por sus siglas en
inglés), son detectados a partir de escaneos en el genoma de la poblacién de interés
comparado con una poblacién control, en un andlisis conocido como estudio de asociacion
del genoma completo (GWAS por sus siglas en inglés) (Visscher et al., 2012). El primer
GWAS realizado para un grupo de pacientes con PSP reveld la asociacion de cuatro SNP
asociados a los genes MAPT, proteina basica de la mielina de oligodendrocitos o MOBP,
sintaxina 6 0 STX6, y el factor de iniciacion de la traduccién eucariota 2-alfa quinasa 3 o
EIF2AKS, en los que el haplotipo MAPT H1 era, con mucho, el haplotipo de susceptibilidad
mas fuerte para PSP (Hoglinger et al., 2011). En este sentido, el haplotipo H1 esta formado
por diferentes subhaplotipos y estudios han mostrado la asociacién de subhaplotipos H1
como Hlc, Hl1d, H1g y H1o con un mayor riesgo de desarrollar PSP (Heckman et al., 2019);
sumado a esto, el haplotipo H1 se ha asociado con una inclusion relativamente mayor del
transcrito del exén 10 (Caffrey & Wade-Martins, 2007; Pittman et al., 2008). Otros SNP
dentro de MOBP, STX6, EIF2AK3, transportador de aniones organicos portadores de
solutos 1A2 o SLCO1A2, quinasa 2 repetida rica en leucina o LRRK2, fosfatasa dual
especifica 10 o DUSP10, y el factor de transcripcion familiar RUNX 2 o RUNX2 se apoyaron
en analisis de GWAS adicionales de diferentes cohortes de PSP (Chen et al., 2018;
Sanchez-Contreras et al., 2018; Zou et al., 2012).

Por otro lado, a través de varios estudios se ha observado que los factores
ambientales y epigenéticos podrian estar contribuyendo al desarrollo de PSP. Uno de los

primeros reportes sobre una modificacién epigenética asociada a esta enfermedad, es el
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descubrimiento de la hipometilacion en un CpG, regiones con gran concentracion de
citocinas y guaninas, del gen MAPT en la corteza frontal de los pacientes afectados por
PSP (Huin et al., 2016). Otro estudio replicé las mismas diferencias y, ademas, encontré
gque estas metilaciones estaban asociadas a 375 genes implicados en el desarrollo
neuronal, regulacién de la sefializacion celular, asi como en la transcripcion (Weber et al.,
2018). Otros estudios han reportado cambios en la metilacién en CpGs de los genes MOBP,
y del factor de ribosilacion a ADP GTPase 17A y 17B, o ARL17A y ARL17B (Allen et al.,
2016; Heckman et al., 2019). El estudio que reporté cambios de metilacion en PSP se centra
en los cambios de metilacién en la mitocondria, donde se descubri6 la hipermetilacion en la
novena posicién de los mt-ARNt, la cual es esencial para el correcto plegamiento de los
ARNL, su estabilidad y capacidad de decodificacion (T. K. Silzer et al., 2020).

Aunado a esto, se ha detectado que existen factores geograficos ambientales que
pueden estar jugando un papel fundamental en el desarrollo de PSP (Champy et al., 2004).
Uno de los casos méas documentados es la alta frecuencia de parkinsonismos atipicos en
una isla francesa del Caribe llamada Guadalupe (Champy et al., 2004). Los investigadores
encontraron un posible vinculo entre el consumo de té de frutas y hierbas de la familia
Annonaceae, el cual contiene un inhibidor del complejo mitocondrial 1 o CM1 (Champy et
al.,, 2004) el cual esta altamente relacionado con la patologia de PSP. Los datos
histopatol6gicos mostraron una gran consistencia en el diagnostico de PSP en un gran
numero de los cerebros de estos pacientes (Champy et al., 2004; Escobar-Khondiker et al.,
2007). Otro caso reportado fue en la aldea de Watterlo en el norte de Francia, donde 92
pacientes fueron diagnosticados con PSP, todos ellos relacionados con alta exposicion a
metales pesados debido a que residian cerca de un area de desechos industriales

(Caparros-Lefebvre et al., 2015).
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2. ANTECEDENTES
2.1 Modelos para el estudio de enfermedades neurodegenerativas

Una de las formas de estudiar las enfermedades neurodegenerativas es a través del
desarrollo de modelos que recapitulen las principales caracteristicas de dichas patologias
(Gitler et al., 2017). Para lo anterior se han utilizado una gran variedad de modelos
animales, entre los que podemos encontrar el uso de roedores, moscas de la fruta, pez
cebra y nematodos (Gitler et al., 2017); asi como también de modelos in vitro, como el uso
de cultivos celulares, co-cultivos, y el desarrollo de organoides (Gitler et al., 2017).

A pesar de que los modelos animales nos han permitido entender los mecanismos
celulares y moleculares que llevan a la disfuncion de las neuronas asi como la
degeneracion, estos no suelen recapitular completamente todos los eventos
fisiopatoldgicos que se observan en las patologias de los humanos (Dawson et al., 2018);
lo que ha llevado a que los estudios de farmacos realizados en ellos suelen fallar cuando
son probados en humanos (Dawson et al., 2018). Por ejemplo, el modelo murino, siendo el
mas utilizado para estudiar distintas enfermedades neurodegenerativas, no recapitulan la
relacion humana 1:1 de las isoformas de tau 4R y 3R, ya que el cerebro murino adulto no
expresa la isoforma 3R (Hernandez et al., 2020) ademas, se ha observado que existe una
menor cantidad de aminoacidos en la proteina tau de ratones, aminoacidos que marcan
una diferencia en la conformacion que adopta la proteina en condiciones patoldgicas
(Hernandez et al., 2020).

Los modelos celulares derivados de tejidos humanos surgen como una alternativa
a las complicaciones traslacionales de los modelos animales; estos facilitan la
manipulacién, reducen el tiempo y los costos de los experimentos, ademas de que ayudan
a identificar vias y procesos basicos de la enfermedad para la deteccién de nuevos blancos
farmacoldgicos (Korhonen et al., 2018). Sin embargo, presentan desventajas, entre ellas
encontramos que en su mayoria son cultivos en monocapa (estos tienen fenotipos muy
diferentes y una expresion génica alterada), suelen ser de un solo tipo celular (solamente
neuronas o astrocitos) y que la mayoria de las lineas utilizadas son células inmortalizadas
gue provienen de neuroblastomas (Korhonen et al., 2018). A pesar de las dificultades antes
mencionadas, el desarrollo de nuevas técnicas y descubrimientos han permitido resolver y
expandir el alcance de estos modelos, abriendo todo un campo para la investigacion

biomédica.
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Uno de estos descubrimientos fue el uso de las células troncales embrionarias
(CTE) y de las células pluripotenciales inducidas (iPSCs, por sus siglas en inglés ) (Slanzi
et al.,, 2020). Las iPSCs, tienen menos implicaciones éticas, ya que son células
pluripotentes obtenidas de células sométicas mediante una técnica Illamada
reprogramacion; la cual consiste en la transfeccion del factor de transcripcién 4 de unién a
octamero o OCT-4, el protooncogén c-Myc, el factor 4 Kruppel-like o KLF4, y el factor de
transcripcién SRY-Box 2 0 SOX2, genes relevantes para el estado pluripotente (Takahashi
& Yamanaka, 2006), estas células posteriormente son utilizadas para generar células de
cualquiera de los 3 linajes embrionarios, tal y como se presenta en la Figura 6 (Sohn et al.,
2012). Con estas células se pueden generar multiples fenotipos con un mismo genotipo, lo
gue permite estudiar aspectos como la biologia celular de la enfermedad, fenotipicos,
aspectos genéticos y la prueba de nuevos farmacos que puede avanzar hacia terapias

paciente especificas (Chang et al., 2020; Slanzi et al., 2020).
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Figura 6. Tipos de células soméaticas y métodos utilizados para obtener células
pluripotenciales inducidas (iPSCs). Esquema gue resume los distintos tipos de células
somaticas utilizadas para la obtencion de iPSCs; los distintos mecanismos para expresar

los factores de transcripcion; y los linajes embrionarios a los que pueden ser diferenciadas
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(Sohn et al., 2012). Factor de transcripcion 4 de unién a octdmero (OCT-4), el protooncogén
c-Myc (c-Myc), el factor 4 Kruppel-like (KLF4), factor de transcripcion SRY-Box 2 (SOX2).

2.1.1 Modelos animales reportados para la PSP

Los modelos animales reportados para estudiar la PSP son pocos, entre ellos se han
utilizado ratones transgénicos que sobreexpresan la proteina tau silvestre de humano o con
alguna mutacién asociada. Kambe et al., en 2011, reportaron el uso de ratones (Tg601) que
fueron transformados para expresar la isoforma 2N4R de la proteina tau humana con el fin
de modelar tauopatias 4R esporadicas, su modelo presentd disminucién en el aprendizaje
espacial, asi como un aumento en la hiperfosforilacion de tau y pérdida sinaptica en edades

avanzadas (Kambe et al., 2011).

También Jada Lewis y Astrid Sydow et al., generaron ratones transgénicos con
mutaciones asociadas a PSP (Lewis et al., 2000; Sydow et al., 2016b). Jada Lewis reporto
el uso de ratones que expresaba la mutacién P301L, observando un déficit conductual y
motor desde los 6 meses, asi como la presencia de MNF y marafas prefibrilares en el tallo
cerebral y areas subcorticales (Lewis et al., 2000). Posteriormente, Lucas Carvalho observé
similitudes en la afectacion a nivel transcriptomico al comparar el transcriptoma de la
corteza cerebral del raton transgénico TauD35 (Tau-4R/ 2N) con corteza temporal de
humanos postmortem (lohan et al., 2022). Astrid Sydow, generé ratones transgénicos pero
con la mutacion A152T, encontrando que replicaba las caracteristicas patoldgicas de las
tauopatias, incluido el fenotipo cognitivo y una neuroinflamacion pronunciada (Sydow et al.,
2016a).

Por otro lado, Bruch et al. en 2017, report6 el uso del ratdn con la mutacién P301S
para correlacionar datos obtenidos en cerebro de pacientes con PSP, mostrando que el
activar la via de PERK reducia efectivamente las especies patoldgicas de tau, sugiriendo
gue podria ser un blanco viable para tratar tauopatias (Bruch et al., 2017). Por altimo, otro
modelo reportado en la literatura es el uso de ratones no transgénicos inyectados por via
intracerebral con proteina tau patoldgica extraida del cerebro de pacientes con PSP
(Narasimhan et al., 2017), lo anterior ayudd a demostrar que los diferentes tipos de cepas
patolégicas de tau definen la distribucién del dafio entre las diferentes tauopatias (Goedert
& Spillantini, 2017).
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2.1.2 Modelos celulares reportados para la PSP

Son pocos los articulos en la literatura que reportan el uso de modelos celulares para
estudiar la PSP. Por ejemplo, Bruch et al. 2017 desarroll6 dos modelos celulares para
estudiar la activaciéon de la proteina quinasa de reticulo endoplasmico similar a ARN o
PERK; un modelo toxicoldgico con la administracion de dosis bajas de annonacina, un
inhibidor del CM1, y otro modelo celular con una modificacién para la sobreexpresion de la
isoforma 2N4R de tau, ambos sobre cultivo de células neurales humanas (Bruch et al.,
2017). En ambos modelos, se observo la regulacion a la baja del factor de iniciacion de la
traduccién eucariota 2A o EIF2A y su forma fosforilada que es caracteristica en la PSP,
pero ninguno de ellos mostré una activacion de la respuesta a las proteinas mal plegadas
(UPR, por sus siglas en inglés), que se caracteriza por un incremento de PERK, el cual ha
sido reportado en la PSP (Bruch et al., 2017).

Con respecto al uso de las iPSC, en la literatura hay tres reportes del uso de este
modelo celular para estudiar la PSP, el de Shan Jiang et al. en 2018 (Jiang et al., 2018), y
Carolina Alguezar et al. en 2020 (C. Alquezar et al., 2020), ambos reportaron el uso de
neuronas obtenidas a través de iPSCs provenientes de un donante portador de la mutacién
p.R406W (Carolina Alquezar et al., 2020; Jiang et al., 2018). Jiang demostro la existencia
de una gran correlacion entre los genes expresados de manera diferencial en cerebros de
pacientes con PSP, con los expresados diferencialmente en este modelo celular, por lo que
propuso que el uso de estas neuronas inducidas podria ser utilizado para estudiar los
mecanismos de esta enfermedad (Jiang et al., 2018). Por otro lado, Carolina Alquezar
desarrollé un modelo toxicol6gico con la administracion de dosis repetidas de Cromo y
Niquel a estas células, donde encontré que estos metales incrementaron la muerte celular
en las lineas con la mutacién en comparacién con controles isogénicos, asi mismo, las
lineas con la mutacion tratadas con los metales también mostraron una gran afectaciéon (en
ambos casos incrementando la expresion y fosforilacion de la proteina tau, y la actividad de
la caspasa 3), sugiriendo que estos metales podrian estar altamente relacionados con el
desarrollo de la PSP esporadica (C. Alquezar et al., 2020). Por otro lado, Angel Dizon en el
2016, estudi6 el uso posible de neuronas inducidas a partir de iPSCs con el SNP, rs242557
de MAPT asociado al subhaplotipo Hlc, con el objetivo de proponer un modelo para el
estudio de la PSP esporadica (Dizon, 2016). En dicho modelo se observé un aumento en

los niveles de fosforilacién de la proteina tau y se descubrié que la acumulacion de esta
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proteina podria estar relacionado con eventos postraduccionales y no como un aumento en

su nivel de transcripcion (Dizon, 2016).

2.2 iPSCs para el modelado de enfermedades neurodegenerativas

En la dltima década, las iPSCs han jugado un papel importante en el estudio y desarrollo
de farmacos dirigidos contra enfermedades neurodegenerativas como la enfermedad de
Alzheimer (EA), la EP, y la enfermedad de Huntington (EH) (Schéndorf et al., 2014; Tcw,
2019; Zhang et al., 2016). Esto se debe a que, al ser obtenidas de pacientes con estas
enfermedades, las iPSCs proporcionan una fuente de neuronas y células gliales que portan
las mismas variantes genéticas o las mismas mutaciones asociadas con las patologias
(Slanzi et al., 2020). EIl protocolo de obtencion de neuronas y células gliales a partir de
iPSCs mas utilizado es el de la inhibicion dual de la proteina supresora de las madres contra
la decapentaplejia 0 SMAD (Chambers et al., 2009), el cual consiste en usar los inhibidores
antagonista de la proteina morfogénica 6sea o Noggin, y el farmaco inhibidor de TGF-
SB431542, lo que conduce a una rapida diferenciacion de las iPSCs (mas del 80%) a una
poblacion de células troncales neurales (CTN). Estas células pueden ser inducidas a

neurogénesis o gliogénesis dependiendo lo que se requiera (Chang et al., 2020).

De acuerdo con lo reportado en los modelos celulares de PSP, el uso de neuronas
diferenciadas con la mutacion R406W replican la patologia de tau observada en los
cerebros de pacientes con PSP (C. Alquezar et al., 2020; Jiang et al., 2018). Tomando como
ejemplo otras enfermedades, se ha reportado que las iPSCs que presentan mutaciones
asociadas a la EA, generalmente exhiben una produccién elevada del péptido Amiloide-3
(AB) y agregados de la proteina tau (Israel et al., 2012; Penney et al., 2020); mientras que
las iPSCs que presentan mutaciones asociadas a la EP, se les ha observado acumulacion

de la proteina a-sinucleina (Ke et al., 2019).

En el caso de enfermedades esporadicas, el poder generar el fenotipo asociado a
la enfermedad sigue siendo todo un reto. Esto se debe en gran parte a que las causas son
variadas, entre ellas encontramos el riesgo genético, mecanismos epigenéticos,
envejecimiento y factores ambientales, lo que dificulta su recapitulacién en cultivo celular

(Chang et al., 2020). A pesar de esto, existen trabajos que han replicado con éxito algunos
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de los fenotipos de las patologias esporadicas. Por ejemplo, hasta el dia de hoy solo Dizon
ha reportado el uso de neuronas y células gliales diferenciadas de iPSCs de pacientes con
diagnostico de PSP esporadico, observando un aumento en la fosforilaciéon y acumulacién
de la proteina tau dentro de ellas (Dizon, 2016). Esto también ha sido posible en otras
enfermedades neurodegenerativas esporadicas, como por ejemplo en la EA, donde se ha
observado que las neuronas diferenciadas de algunos pacientes muestran niveles
significativamente altos de péptido AR, fosforilacidon de tau y actividad de la GSK3p (Israel
et al., 2012); y también en casos esporadicos de la EP, donde las neuronas diferenciadas
muestran un aumento en la acumulacion de la a-sinucleina (Laperle et al., 2020). Esto
implica que el uso de neuronas inducidas de IPSCs provenientes de pacientes con
enfermedades esporadicas pueden replicar algunos aspectos de la patologia de dichas

enfermedades.

Se ha reportado que el uso de células precursoras neurales (CPNs), células con
linaje neural, capaces de diferenciarse hacia los tres linajes del SNC (neuronas, astrocitos
u oligodendrocitos), pueden reflejar estadios tempranos de la enfermedad (Sproul et al.,
2014). Esto no se ha descrito todavia para la PSP, pero si para otras enfermedades
neurodegenerativas; por ejemplo, Ivan Vlasov en un analisis transcriptomico descubrié que
en CPNs provenientes de gemelos monocigéticos con la EP esporadica, habia diferencias
en la expresién de genes asociados a la neurogénesis y diferenciacién con respecto a
gemelos monocigoticos no afectados (Vlasov et al., 2021). Ademas, Katharina Meyer
encontro la desregulacién de genes asociados a la neurogénesis y la diferenciacion neural
en las CPNs de pacientes con la EA esporadica (Meyer et al., 2019). En ambos casos, se
sugiere que perturbaciones en el desarrollo, como la afectacién en la formacién de circuitos,
ocurren en estadios tempranos causando una predisposicion a la enfermedad (Meyer et al.,
2019; Sproul et al., 2014; Vlasov et al., 2021).

2.3 Analisis transcriptomico

El transcriptoma es definido como el conjunto de moléculas de ARN mensajero (ARNmM)
generado por una célula o poblacién de células (Ham & Lee, 2020), el cual brinda
informacién representativa del estado celular o de la poblacion de células. Debido a esto,
se asume gue los cambios en los perfiles de expresién génica dentro de las neuronas o

células gliales afectadas, pueden proporcionar informacién relevante acerca de las posibles
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causas y consecuencias del inicio y progresion de una enfermedad neurodegenerativa, asi
como también ser utilizado para clasificarlas (Courtney et al., 2010). Actualmente, existen
dos maneras de obtener la informacion del transcriptoma, la de mayor uso es la
secuenciacion masiva de transcriptomas completos (RNA-seq) mientras que la de menor

uso son los microarreglos (Blumenberg, 2019), ambos representados en la Figura 7.

El RNA-seq, consiste en la extraccion del ARN total, el cual sera copiado a ADN
complementario (ADNc) para la creacion de una libreria. La libreria de ADNc es
fragmentada y ligada a adaptadores, los que de manera subsecuente seran amplificados y
secuenciados para obtener las lecturas de estas secuencias cortas después. Estas
secuencias cortas seran alineadas a un genoma de referencia para identificar que genes
estan siendo transcritos (Blumenberg, 2019; Daniel et al.,, 2015). Por otro lado, el
microarreglo consiste en el uso sondas de oligonucleétidos complementarios las cuales se
hibridaran con secuencias blanco en un sustrato sélido. Previamente los transcritos de ARN
son convertidos a ADNc y luego etiquetados de manera fluorescentemente para finalmente
hibridarse a los microarreglos y luego ser escaneados con un laser (Courtney et al., 2010),
la intensidad de la sefial es usada para determinar la abundancia de los transcritos, lo que
al final permite obtener el perfil de expresién génica (Courtney et al., 2010; Daniel et al.,
2015). EI RNA-seq presenta ciertas ventajas sobre el microarreglo, entre ellas encontramos
gue tiene una mayor sensibilidad para los genes expresados a niveles muy bajos o altos;
asi como también puede revelar informacién sobre cortes y empalmes alternativos y
expresion alélica especifica, asi como la posible deteccion de un mayor ndmero de
transcritos, pues no esta limitado a la presencia de las sondas preseleccionadas de

transcritos conocidos utilizadas en los microarreglos. (Daniel et al., 2015).
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Figura 7. Métodos de obtencion de datos transcriptomicos. Esquematizaciéon de los
dos principales métodos de obtener un perfil transcriptémico, a la izquierda el microarreglo
y a la derecha la secuenciacion masiva de transcriptomas completos (RNA-seq). Modificado

de: https:/ / www.otogenetics.com/ rna-seqguencing-vs-microarray/.

2.4 Datos transcriptémicos reportados en PSP

En la PSP se han realizado distintos analisis transcriptomicos, la mayoria de ellos a partir
de tejido de cerebro postmortem. El uso de este tejido conlleva ciertas limitaciones, dado
gue solo nos permite observar cambios transcriptémicos en estadios avanzados de la
enfermedad, y que el ARNm puede sufrir procesos de degradacion (Bonadio et al., 2021).
Sin embargo, en la literatura, podemos encontrar algunos analisis, como el que se llevo a
cabo con microarreglos por parte del grupo de Iraad Bronner, en dicho analisis se encontro
gue el perfil de expresion génica en el I6bulo medial temporal (LMT), es diferente al de
individuos control respecto al de pacientes con enfermedades neurodegenerativas;
ademas, se mostrd una expresion a la alta de la proteina Forkhead Box O3y la 01, 0o FOXO3
y FOXO1, como un factor comin en distintas enfermedades neurodegenerativas (Bronner
et al., 2009). Por otro lado, el uso de RNA-seq ha sido mas amplio, entre los reportes que
sefialan el uso de esta técnica se encuentra el trabajo de Xue Wang, y el de Lucas Carvalho,
cuyos resultados mostraron una alteracién en los transcritos de la red de mielinizacién y de

procesos de transmision sindptica en corteza temporal y en cerebelo (lohan et al., 2022;
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Wang et al., 2021). El trabajo de Marriet Allen, también reporté una correlaciéon entre la
patologia de tau y la desregulacion de genes implicados en la sinapsis en la corteza
temporal (M. Allen, X. Wang, D. J. Serie, et al., 2018); mientras que Jennifer Yokoyama y
colaboradores, encontraron genes relacionados a las vias del neurodesarrollo que se veian
afectados en diferentes regiones del cerebro de pacientes con PSP (Yokoyama et al.,
2017). En este sentido, el grupo de Talisa Silzer evalud el tejido cerebelar proveniente de
pacientes con PSP cuyos resultados revelaron cambios en la metilacion afectando la
expresion de genes de dafio y reparacién del ADN y procesos relacionados con ARN (T. K.
Silzer et al., 2020). Finalmente, la informacién obtenida del modelo de IPSCs con la
mutacion R406W, mostré una desregulacion de genes involucrados en la funcién sinéptica,

asi como de receptores GABA (Jiang et al., 2018).

El presente trabajo tuvo como objetivo analizar datos transcriptdmicos de libre
acceso del LMT provenientes de pacientes con PSP, y encontrar posibles procesos
desregulados o genes de interés. Posteriormente, se busco replicar estos resultados a nivel
transcriptomico en lineas CPNs provenientes de pacientes con PSP, para evaluar su
potencial para replicar la enfermedad a nivel transcriptdmico. Los resultados encontrados
proponen 54 genes de interés asociados al procesamiento del ARNm, mielinizacion, el
sistema de endomembranas, y procesos metabolicos de proteinas como posibles genes
asociados a la patologia de PSP, asi como de la implicacién de FOXO3 en la desregulacion
de genes en el LMT de pacientes con PSP. En cuanto a las lineas de CPNs, se logré
establecer la linea GIH-131-C1 proveniente de un paciente diagnosticado con PSP
esporadico y la linea F12436.3 de un paciente sano. Se detectd que los DEGs en la linea
GIH-131-C1 estaban relacionados a la estructura sinaptica, neurodesarrollo y sistema de
endomembrana, pero mostré una baja correlacion a nivel transcriptomico con el LMT de
pacientes con PSP, lo que nos indica una baja similitud de este tipo celular, con lo ocurrido

en el LMT de pacientes con PSP.
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3. JUSTIFICACION

La PSP es una enfermedad neurodegenerativa esporadica poco comun que a pesar de que
algunos estudios se han centrado en la identificacién de variantes gendmicas como factores
de riesgo y en los mecanismos patolégicos asociados a la PSP, la informacion generada
no ha sido la suficiente para entender dicha enfermedad. Ademas, hasta el momento
existen pocos modelos que permiten estudiarla, lo que dificulta un diagnéstico oportuno y
un tratamiento efectivo. Por este motivo, se propone realizar un analisis in-silico, a nivel
transcriptomico, de las bases de datos de libre acceso obtenidas a partir de muestras de
cerebro postmortem de pacientes con PSP, esperando encontrar genes de interés o
procesos desregulados implicados en la patologia. Una vez identificados aquellos genes o
procesos asociados a la enfermedad, se buscaran replicar, a partir del analisis de datos
transcriptomicos generados como parte del presente trabajo y el uso de tecnologia RNA-
seq, en una linea de CPN derivadas de pacientes con PSP esporadico y asi evaluar su

potencial uso como modelo de la enfermedad.

4. HIPOTESIS

Se identificaran procesos desregulados y genes de interés asociados a PSP, a partir del
analisis in-silico de bases de datos de libre acceso, y se podran replicar en un modelo de

CPNs derivadas de pacientes con PSP esporadico.
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5. OBJETIVOS
5.1 Objetivo General

Encontrar procesos moleculares y genes de interés involucrados en la PSP a través de un

andlisis transcriptdmico in-silico, y su replicacion en un modelo celular de la enfermedad.

5.2 Objetivos Particulares

e |dentificar los genes expresados de manera diferencial y los médulos de genes en
el cerebro de pacientes con la PSP utilizando datos transcriptémicos.

e |dentificar la regulacién transcripcional de genes desregulados en PSP y encontrar
posibles genes de interés asociados a la patologia.

e Buscar los procesos moleculares desregulados y los genes de interés en datos

transcriptomicos generados a partir de CPN obtenidas de pacientes con PSP.
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6. DISENO EXPERIMENTAL

.

Ste

£ R

[ [s3sEe

H S%o“%o

S |2dE3eeiee
230233

E-MEXP-2280
Lébulo Medial Temporal (LMT)

Procesamiento de los datos con R (versién 4.1.2)

A

7 PSP y 5 CNTRL
Y ’ ‘ Analisis de los datos con R (version 4.1.2)
Andlisis de Expresién Diferencial PCA Analisis de red de M.‘MW\M“ W
: i correlacién ponderada — .\“‘ =

Encontrar modulos asociados a PSP

HEE B

L1 Anélisis de Ennquectmtento Func.'onal

Analisis de Interseccién *
(Lfteratura Prev, ‘9)

Al

II’I][

Analisis de Enriquecimiento
Funcional
Genes Expresados ' Genes en los mbdulos
Diferencialmente asociados a PSP
Voo I [N
Analisis de Enriquecimiento IA:a”S‘S q’e Busqueda de Genes de Interés
de Motivos (Seleccion de T tn errsecgon : — —
(Literatura Previa) EI _r'

Factores de Transcripcion
de union a los motivos)

4

- =F

@l}

Enriquecimiento de
genes blanco de
Factores de
Transcripcion

Figura 8. Primera seccion del disefio experimental. En esta parte se utilizaron datos
transcriptomicos de libre acceso provenientes del LMT pacientes confirmados con PSP. Los
datos fueron procesados y analizados con el lenguaje de programacién en R (version 4.1.2)

para detectar genes de interés y/o procesos desregulados asociados a la patologia.
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Figura 9. Segunda seccion del disefio experimenta. En esta parte se utilizaron lineas

CPNs provenientes de pacientes confirmados con PSP. Las lineas que se expandieron y
establecieron de manera exitosa en el laboratorio fueron secuenciadas. Posteriormente los
datos transcriptdmicos fueron analizados para detectar genes y/o procesos desregulados.

Finalmente se evalu6 la similitud de este modelo celular con lo observado en el LMT.
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7. MATERIALES Y METODOS
7.1 Procesamiento de los Microarreglos

Para el procesamiento de los microarreglos, asi como los analisis in silico correspondientes
al transcriptoma de cerebro, se utilizo el entorno y lenguaje de programacion R (version
4.1.2), el cual es uno de los lenguajes mas utilizados para realizar bioinformatica que se
puede usar de forma libre y gratuita.

Se busc6d una base de libre acceso en Gene Expression Ombinus (https:/ /

www.ncbi.nlm.nih.gov/ geo/') y Array Express (https:/ / www.ebi.ac.uk/ arrayexpress/ ) que

contuviera datos transcriptomicos de tejido de cerebro de pacientes con diagnéstico de PSP
esporadico. Se escogi6 la base de datos E-MEXP-2280, que contiene datos del LMT de 7
sujetos confirmados con PSP y 5 controles sanos (CNTRL), caracteristicas resumidas en
la tabla 2, y que fueron leidos con un microarreglo Affymetrix y una plataforma hg-u133 plus
2.0 (Bronner et al., 2009).

Tabla 2. Descripcién de las caracteristicas de los donadores de tejido presentes en el
microarreglo E-MEXP-2280 (todos los Individuos del estudio portaban la tau wt, sin

mutaciones, tanto controles como pacientes PSP).

ID Enfermedad | Haplotipo Sexo Edad Duracién de
MAPT enfermedad

IBO7 | Sano H1/ H1 Femenino 82 afios -

IBO8 | Sano H1/ H1 Masculino 72 afios -

IBO9 | Sano H1/ H1 Femenino 78 afios -

IB10 | Sano H1/ H1 Masculino 78 afios -

IB11 | Sano H1/ H2 Masculino 82 afios -

IB27 PSP H1/ H1 Masculino 73 afios 2 afios

IB28 | PSP H1/ H1 Masculino 57 afios 6 afios

IB29 PSP H1/ H1 Masculino 72 afios 9 afios

IB30 | PSP H1/ H1 Femenino 93 afios 3 afios

IB31 PSP H1/ H1 Femenino 72 afios 7 afios

IB55 | PSP H1/ H1 Femenino 57 afios 4 afios

IB64 | PSP H1/ H1 Masculino 73 afios 3 afios
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Se descargaron los datos crudos, y se procesaron con el paquete affy. Se utilizo el
algoritmo mas5 para la correccion de ruido de fondo, los datos se escalaron a 200 y se llevo
a cabo un filtro para eliminar sondas ausentes con la funcion mas5calls.AffyBatch. Los
datos se normalizaron por cuantiles y se transformaron a una escala logaritmica de base 2
para obtener los datos de expresion finales. Al final del procesamiento se evalué que los
datos presentaran una distribucion Sano y una mediana similar entre todos los sujetos, para

esto los datos se graficaron en un histograma y en cajas y bigotes.

7.2 Anédlisis de Expresion Diferencial

Antes de evaluar la presencia de genes expresados diferencialmente entre ambos grupos,
se llevé a cabo un andlisis de componentes principales (PCA, por sus siglas en inglés) con
los datos procesados y usando la funcion prcomp del paquete stats. Este analisis
dimensiona en dos componentes principales (PC1 y PC2) datos multivariables para poder
visualizarlos graficamente, y permite observar patrones de distribucién de similitud y

disimilitud entre las muestras de los grupos CNTRL y PSP.

Posteriormente se realizé el analisis de expresion diferencial (DEA, por sus siglas
en inglés) a partir de los datos procesados usando el paquete limma de R. Este paquete
ajusta un modelo de regresion lineal para cada gen presente en el microarreglo, obtiene la
diferencia para cada gen entre los grupos, o cambio de expresion logaritmico (logFC),
contrastando los modelos lineales ajustados, y utiliza el enfoque empirico de bayes para
obtener inferencias mas estables (Smyth, 2004). El paquete limma también integra un
analisis de Benjamini-Hochberg para correccion de mdltiples pruebas (adj.pval), lo que

reduce el numero de falsos positivos significativos.

Los genes con un logFC > 0.5 y una adj.pval < 0.05, fueron considerados genes
expresados diferencialmente (DEGS) a la alta; mientras tanto, los genes con un logFC < -
0.5 y un adj.pval. < 0.05 se consideraron DEGs regulados a la baja. El corte de seleccién
de los DEGs se graficé con un grafico de volcano, y la expresion relativa de los DEGs se

graficdé con un mapa de calor.
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7.3 Analisis de la Interseccion con literatura previa

Con el fin de determinar si el DEA con los parametros de seleccion de los DEGs (logFC)
estaba proporcionandonos informacién relevante para la enfermedad, comparamos los
DEGs del LMT de los pacientes con PSP (LMT DEGSs) con informacién reportada en la
literatura. Se buscé genes en comun con el mismo patron de expresion con la lista de DEGs
publicados por Mariet Allen et al. en 2018 (TCX DEGS), datos provenientes de un analisis
de secuenciacioén de ARN de la corteza temporal de sujetos confirmados con PSP (M. Allen,
X. Wang, J. D. Burgess, et al., 2018). También genes en comun con la lista PSP literatura,
la cual contiene genes mapeados con SNP asociados a PSP, obtenida del catdlogo GWAS

(http:// www.genome.gov/ gwastudies/) que se complementé con literatura sobre GWAS

detectando posibles variantes genéticas no incluidas en este catalogo (Jabbari et al., 2021;
Sanchez-Contreras et al., 2018; Zou et al., 2012), y que ademas contiene la lista de genes

reportados asociados a esta patologia en NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/).

Para saber si el nUmero de genes que se encontré6 en la interseccion no era
resultado del azar, se llevé a cabo un analisis de interseccién de genes utilizando el paquete
GeneOverlap R, el cual realiza la prueba exacta de Fisher para obtener la significancia de
la interseccion de genes en comun, calculando cual frecuencia de determinados genes en

comun en ambas listas es mayor de lo que se esperaria por azar.

7.4 Andlisis de red de correlacion ponderada

Con el fin de enriquecer la busqueda de procesos desregulados se procedi6 a realizar un
analisis de red de correlacion ponderada (WGCNA, por sus siglas en inglés), este es un
analisis de redes basado en coeficientes de correlacion ampliamente utilizado para
encontrar médulos o clusteres de genes (Langfelder & Horvath, 2008). Este analisis agrupa
los genes de manera jerarquica con base en la correlacion ponderada, y de acuerdo con
los parametros preestablecidos, como el tipo de escala topoldgica, la potencia beta de la

correlacion y el nimero minimo de genes por modulo.

Para este analisis agregamos un paso en el procesamiento de los datos crudos. Los
datos preprocesados se filtraron eliminando sondas cuya expresiéon estaban por debajo de
200 en al menos 5 sujetos, luego, se seleccionaron la mitad de los genes con el coeficiente
de variacion mas alto, y finalmente se selecciond la mitad de los genes mas interconectados

usando la funcion softConnectivity del paquete WGCNA.
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Estos genes se utilizaron para encontrar médulos de genes con el paquete WGCNA
R mediante la construccion de una red topolégica de escala libre sin signo (correlaciones
positivas y negativas), con una potencia beta de 9 y un nimero minimo de 150 genes por
moédulo. Para seleccionar los médulos de interés, se observé la expresion génica en las
muestras dentro de cada modulo con mapas de calor y se seleccionaron los modulos que

mostraban un patrén de expresion diferencial entre PSP y CNTRL.

7.5 Anédlisis de Enriquecimiento Funcional

Con el objetivo de observar si los LMT DEGs o los genes dentro de los médulos estan
asociados a alguna funcion biolégica, se llevd a cabo un andlisis de enriquecimiento
funcional (FEA). Este andlisis evalla, a través de una prueba exacta de Fisher, si un
conjunto de genes de interés, en comparacion con un fondo o universo, esta enriqueciendo
o sobrerrepresentando alguin término de ontologia génica (GOt, por sus siglas en inglés),
genes manualmente curados que estan asociados a procesos bioldgicos (BP, por sus siglas
en ingles), componente celular (CC) y funcién molecular (MF, por sus siglas en ingles). Por
enriquecido, se hace referencia a que la frecuencia de presencia de un grupo de genes

asociados a un GOt es mayor de lo que se esperaria por azar.

Para analizar el FEA de los DEGs expresados a la alta o a la baja, se usé el paquete
topGO de R con el algoritmo weightO1 y la prueba exacta de Fisher, usando como fondo la
suma de todos los DEGs encontrados en el DEA. Ademas, se utilizé un filtro donde solo se
considero a los procesos enriquecidos, cuyos genes asociados fueran mas del 60% de los
genes anotados en el fondo asociados a ese mismo proceso; después los primeros 10 GOt

gue cumplieran esta condicion para los BP, CC y MF fueron graficados.

En el caso del FEA de los genes agrupados en los modulos, primero separamos el
grupo de genes regulados a la alta de los regulados a la baja de cada médulo usando la
funcién cutree del paquete stats de R. Posteriormente, se utilizé la funcién compareCluster
del paquete clusterProfiler de R con parametros estandar y se eliminé los GOt enriquecidos
con 5 0 menos genes; después se compararon los 5 términos de GO mas enriquecidos,
para los BP, CC y MF en los genes regulados a la alta, y lo mismo para los regulados a la

baja.
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7.6 Anédlisis de enriquecimiento de motivos

Con el propésito de detectar TF que pudieran estar regulando la expresion de los genes en
los médulos y en los DEGs detectados, se procedio a realizar un andlisis de enriquecimiento
de motivos (MEA, por sus siglas en inglés). Este andlisis consiste en buscar el
enriquecimiento de motivos de unién conocidos, en las regiones reguladores de un grupo
de genes al ser comparado con un fondo genémico (Stojni¢, 2020). El algoritmo del paquete
PWMenrich de R calcula una afinidad promedio en un conjunto de secuencias de interés, y
se compara con la afinidad promedio de las secuencias de longitud coincidente del fondo

gendmico (Stojni¢, 2020).

Para esto se extrajo el grupo de genes regulados de manera positiva en cada
maodulo y se unieron a los DEGs regulados positivamente (DEGs+WGCNAup), los mismos
se hizo para los genes regulados negativamente en moédulos y los DEGs
(DEGs+WGCNAdown). Posteriormente se obtuvo las 2kb rio arriba del sitio de inici6 de la
transcripcion (TSS, por sus siglas en inglés), estas secuencias fueron utilizadas para el
MEA. Se construy6 un fondo genémico utilizando la funcién makeBackground del paquete
PWMenrich de R, usando los motivos de unién a TF presentes para el humano en el
paquete JASPAR2020 de R y las 2kb rio arriba del TSS de todos los genes presentes en el

microarreglo procesado usando el paquete biomaRt de R.

Por separado se realizé el MEA para DEGs+WGCNAup y DEGs+WGCNAdown con
la funcion motifenrichment del paquete PWMenrich de R, después se llevé a cabo un
analisis de Benjamini-Hochberg como correccién de mdltiples pruebas, y se seleccionaron
los motivos enriquecidos que tenian un adj.P-Value < 0.01, un puntaje de motivo > 1, y una
amplitud de enriquecimiento > 5%. Los TF que se unen a estos motivos enriquecidos fueron

considerados posibles TF implicados en PSP.

7.7 Enriquecimiento de los genes blanco de los TF (TF-GT)

Con el fin de reducir ain mas los posibles falsos positivos obtenidos del MEA, se decidio
realizar un enriguecimiento de los genes blanco de los posibles TF (TF-TG, por sus siglas
en inglés). Para esto se utilizé de datos proporcionados por Muley, V.Y.y Kbénig, R., quienes
construyeron una red de regulacién transcripcional basada en todas las regulaciones

transcripcionales dispersa en la literatura, base de datos Unicamente disponibles a peticion
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(Muley & Konig, 2022). Seleccionamos aquellos genes blancos (TG, por sus siglas en
inglés) con un puntaje de confianza integradora (integrative confidence score en inglés)

superior a 0,2 como se recomienda en ese trabajo.

Para el enriquecimiento de TF-TG, contamos la intersecciéon (tamafio n) entre los
TG de los posibles TF, y DEGs+tWGCNAup o DEGs+WGCNAdown (tamafio N),
dependiendo de si el TF estaba enriquecido en genes regulados a la alta o a la baja. Para
cada posible TF, se gener6 una permutacion aleatoria de tamafio N a partir de los genes
del microarreglo y después se conté la interseccion con los TG del posible TF; este paso
fue repetido 99 999 veces para cada uno de los posibles TF, y con estos datos se cre6 una
distribucion nula del tamafio de la interseccion de cada posible TF. Se calcul6 el valor p de
una sola cola dividiendo el nUmero de veces que la superposicion fue mayor o igualany
dividido por el nimero de repeticiones; y finalmente, se considerd que un TF-TG estaba

enriquecido si el valor de p < 0.01.

7.8 Busqueda de genes de interés

El siguiente paso es la busqueda de genes de interés para la PSP. Con este propdsito, se
realizé nuevamente un analisis de interseccién con literatura previa, donde se comparo la
suma total de genes resultantes de ambos andlisis (LMT DEGs+WGCNA), contra la lista de
TCX DEGs y PSP literatura mencionadas en el punto 10.3, utilizando el paquete

GeneOverlap R.

Después, se procedid a evaluar si los genes compartidos encontrados en los analisis
de interseccion estan relacionados con algun proceso enriquecido encontrado con el FEA
del punto 10.5 de los LMT DEGs y los modulos de genes. Los genes que formaban parte

de algun GOt enriquecido fueron considerados como genes de interés para la patologia.

7.9 Cultivo y Expansién de las Lineas Celulares

Se obtuvieron las CPNs a través del Tau Consortium del Neural Stem Cell Institute

(www.neuralsci.org/ tau), las lineas celulares recibidas se encuentran resumidas en la tabla

3. Las células fueron recibidas congeladas en medio de cultivo con 10% de dimetilsulféxido
(DMSO), se descongelaron y sembraron sobre cajas T25 (TPP, Trasadingen, Suiza)

preparadas con Geltrex (1:100 dilution) (Gibco, Waltham, Massachusetts, US), con medio
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Neurobasal ([-]L-glutamina) (Gibco, Waltham, Massachusetts, US), suplementado con B-27
(50X) (Gibco, Waltham, Massachusetts, US), AAS (100X) (Gibco, Waltham, Massachusetts,
US) y Glutamax (100X) (Gibco, Waltham, Massachusetts, US). Se adicionaron los factores
de crecimiento bFGF (20 ng/ ml) (Peprotech, Waltham, Massachusetts, US), EGF (20 ng/
ml) (Peprotech, Waltham, Massachusetts, US) y LIF (10ng/ ml) (Merck Millipore, Burlington,
Massachusetts, US), para promover el crecimiento y la division celular. Una vez alcanzada
la confluencia (80-100 %) se expandieron a una caja T75 y a otra T25. Para esto se utilizd
Trypsin-Hank’s Based (0.05 %) (PhoenixSongs Biologicals, Branford, United States) por 1
minuto y medio a 37°C. La actividad de la Tripsina se detuvo con Soybean Trypsin Inhibitor
(0.025 %) (PhoenixSongs Biologicals, Branford, United States). Posteriormente se
centrifugaron a 1 000 rpm, se retir6 el sobrenadante y se sembraron para expandir en una

caja de cultivo T25 y a otra T75 tratadas con Geltrex (TPP, Trasadingen, Suiza).

Tabla 3. Lineas celulares de CPN obtenidas del Tau Consortium (Todas estas lineas

celulares portan la tau wt).

ID Tau isoform Fenotipo Sexo

F12436.3 3R/ 4R Sano Masculino

GIH-161-C3 3R/ 4R Sano Femenino

GIH-131-C1 4R PSP Masculino

GIH-131-C2 4R PSP Masculino

GIH-92-C2 4R PSP Femenino
7.10 Preservacion de ARNm

Una vez que se alcanzé la confluencia (80-100 %) en las cajas T25y T75, se procedié a la
preservacion del ARNm. Para esto, la caja T75 se lavdé una vez con buffer salino con
glucosa (GBS), posteriormente se colocaron 7 ml de GBS y con un raspador de células se
despegaron mecanicamente de la caja, recogieron y centrifugaron a 1000 rpm, se retird el
sobrenadante y resuspendié en RNAlater (Sigma-Aldrich, San Luis, Misuri, United States).
Finalmente, se almacenaron en crioviales con un enfriamiento escalonado de 4°C, después
a -20°C y finalmente a -80°C.
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7.11 Secuenciacion de ARN (RNA-seq)

Una vez preservadas las muestras de ARNm, éstas fueron enviadas en hielo seco al Centro
de Biotecnologia FEMSA, Laboratorio TEC-Base del Tecnologico de Monterrey para el
aislamiento del ARN, preparacion de la libreria y su secuenciacién. A su llegada al
laboratorio, las células se centrifugaron a 3000xg y resuspendieron en un amortiguador de
lisis suplementado con 1% beta-mercaptoethanol (BME) y se extrajo el ARN usando
RNeasy Plus Mini Kit (Qiagen, Hilden, Germany). La concentracion de ARN se midi6 con
un kit de ensayo Qubit ARN HS (Invitrogen, Carlsbad, CA, United States), mientras que su
pureza se midié con un NanoDrop 1000 (Thermo Fisher Scientific, Wilmington, DE). Para
evaluar la integridad del ARN, todas las muestras se analizaron con el Kit Agilent ARN 6000
Pico en un Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies, Waldbronn, Germany). Las
librerias se prepararon con TruSeq Stranded Total ARN Library Prep en un Ribo-Zero Gold
(Nlumina, San Diego CA, United States), se cuantificaron con kit de ensayo Qubit dsDNA
HS (Invitrogen, Carlsbad, CA, United States), el tamafio de las librerias se analiz6 en un
QSep 400 (BiOptic, New Taipei City, Taiwan), y la secuenciacion se llevd a cabo en un
NovaSeq 6000 usando una celda de flujo S1 en una configuracion de lecturas pareadas a
110 pb.

7.12 Procesamiento del RNA-seq

Después de la secuenciacién, se llevé a cabo la remocion de adaptadores y de bases de
baja calidad de secuenciacién (calidad 30) con el programa Trimmomatic, una herramienta
utilizada en linea de comando. Posteriormente se llevo a cabo la alineacion de las lecturas
con el genoma hg36 como referencia usando el programa STAR, una herramienta de linea
de comando. La cuantificacion de las lecturas de los genes se realiz6 con SALMON, un

programa de lenguaje de Python.

Una vez obtenido la lectura de los genes, los siguientes pasos se realizaron en el
lenguaje de programacion R (versién 4.1.2). Para realizar la normalizacion de los datos se
utilizé el paquete DeSeg2 de R. Al final del procesamiento se evalué que los datos
presentaran una distribucién Sano y una media similar entre todos los sujetos, para esto los

datos se graficaron en un histograma y en cajas y bigotes.
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7.13 Anélisis del RNA-seq

Para los datos de RNA-seq, fue empleado el mismo flujo de andlisis que se realiz6 en el
microarreglo de cerebro, pero con unas ligeras diferencias. Se llevo a cabo un PCA con los
datos procesados usando la funcién prcomp del paquete stats. En el DEA, a diferencia de
los datos del microarreglo, se realiz6 utilizando el paquete DeSeq2 de R; los genes con un
logFC > 1.5 y una adj.pval < 0.05, fueron considerados DEGs a la alta; mientras tanto, los
genes con un logFC < -1.5 y un adj.pval. < 0.05 se consideraron DEGs regulados a la baja,
y para determinar la funcionalidad de estos genes se realiz6 un FEA con los mismos

parametros reportados en el inciso 9.5.

Para evaluar si existia algun grado de similitud entre el transcriptoma del LMT de
los sujetos con PSP y las lineas CPN, se llev6 a cabo un analisis de correlacion de Pearson.
Para esto se utilizé la funcion corr.test del paquete psych de R, y la expresion de los DEGs
obtenidos en las lineas CPNs (CPN DEGSs) y los LMT DEGs+WGCNA, los resultados fueron
graficados en un mapa de calor con el valor de R para cada una de las combinaciones entre

lineas CPNs e individuos.

Por altimo, con el objetivo de buscar otra posible relacidn con la patologia, se decidi6é buscar
la desregulacién de genes asociados a la patologia. Para esto se evalué la interseccién de

los CPN DEGs con la lista de genes PSP literatura, reportada en el inciso 10.3.
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8. RESULTADOS
8.1 Diferencias en el perfil transcriptémico del LMT entre los individuos con PSP
y los CNTRL

Para analizar si existian diferencias a nivel transcriptomico en la PSP con respecto a los
sujetos sanos, descargamos y procesamos datos crudos de un andlisis de microarreglos
de libre acceso. Los datos procesados mostraron una distribucion Sano en su nivel de
expresion y una mediana similar en todas las muestras, esto indica que los datos son
adecuados para su posterior analisis estadistico como podemos observar en el histograma,
y el diagrama de cajas y bigotes, Figura 10 inciso (a) y (b). Posteriormente, se realiz6 un
PCA, este nos permite entender patrones de similitud entre las muestras usando multiples
variables. En el resultado del PCA, presente en la Figura 10 inciso (c), podemos observar
gue en el eje del componente principal 1 (PC1) los sujetos con PSP se agrupan a la
izquierda de los sujetos CNTRL; y que, ademas, este componente explica (representa) el
23.96% de la varianza total de los genes en el microarreglo, lo que nos indican que ambos

grupos si presentan una diferencia entre sus perfiles transcripcionales.

(a) Histograma de Expresion  (b) Distribucion de la Expresion  (c) PCA
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Figura 10. Procesamiento de los datos del microarreglo E-MEXP-2280. (a) Histograma
de distribucion de la expresién en escala de logaritmica de los datos procesados; (b)
Diagrama de Tukey con distribucion de los valores de expresién en escala logaritmica de
cada sujeto de ambos grupos; (c) Analisis de componentes principales (PCA) de los datos
procesados; Muestras Control (CNTRL) y de Paralisis Supranuclear Progresiva (PSP);

CNTRL (azul) y PSP (rojo); Componente principal 1 (PC1); componente principal 2 (PC2).

Para evaluar las diferencias en el perfil transcripcional de los grupos, se hizo un

DEA. Este analisis, el cual se puede visualizar en la Figura 11 inciso (a), revel6 la presencia
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de 640 DEGs en el fenotipo de los sujetos con PSP al ser comparado con los sujetos
CNTRL, con 258 DEG regulados a la alta y 382 regulados a la baja (puntos color rojo). La
expresion de los 640 LMT DEGs en cada uno de los individuos se puede observar en el
mapa de calor, Figura 11 inciso (b), donde claramente se pueden distinguir como los genes

expresados a la alta en un grupo se encuentran a la baja en el otro, y viceversa.

Color Key
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—Logqg adj.P.Val
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Genes Expresados Diferencialmente

3 2 4 0 1 2
Log, fold change

total = 12546 variables Muestras

Figura 11. DEGs en el LMT de los individuos PSP vs. CNTRL. (a) Grafico de volcan de
la dispersion de los genes expresados diferencialmente (DEG) a la alta y a la baja en los
pacientes confirmados con PSP. No significativo (NS); (b) mapa de calor con la expresion
en escala logaritmica de los DEGs, genes expresados a la alta en color rojo, y a la baja en
color verde; sujetos CNTRL (azul) y PSP (rojo).

Posteriormente, se procedi6 a evaluar silos LMT DEGs reflejados en el microarreglo
(Microarray) para el fenotipo PSP, presentaba similitudes con la literatura publicada. Para
es0 se huscaron los genes en comun con la lista de TCX DEGs publicada por Mariet Allen
et al. en 2018 (TCX DEGs) (M. Allen, X. Wang, J. D. Burgess, et al., 2018), y con PSP
literatura, la lista de genes con SNP asociados a PSP y los reportados en el NCBI para la

patologia. En este analisis de interseccion, que podemos observar en la Figura 12,
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encontramos una superposicion significativa de 59 genes (valor de p = 5.6e-13) con el
mismo patrén de expresion en ambos transcriptomas, y también se encontraron 4 genes en
comun con los reportados asociados a PSP en la literatura. Se puede observar a SLCO1A2
como el Unico gen presente tanto en las tres listas con una expresion a la baja. La presencia
de genes compartidos en ambos transcriptomas de PSP, y de la expresion alterada de
SLCO1A2, nos sugiere que las diferencias que estamos observando a nivel transcriptomico
pueden estar reflejando algunos aspectos patoldgicos asociados a PSP; ademas, nos
ayuda a justificar el corte realizado con el logFC de 0.5.

LMT DEGs
LMT DEGs N TCX 573 LMT DEGs N PSP
DEGs literatura
p-value = 5.6e-13 +—uo / N. S.
58 3
1
685 1 82
TCX DEGs PSP literatura

Y

LMT DEGs N TCX DEGs N PSP literatura
(SLCO1A2)
N. S.

Figura 12. Genes compartidos entre los LMT DEGs de pacientes con PSP, con genes
reportados para PSP en laliteratura. Diagrama de Venn que muestra la interseccion entre
genes expresados diferencialmente (DEGs) que obtuvimos del andlisis de expresion
diferencial del I6bulo medial temporal para el fenotipo PSP (LMT DEGS); los genes
expresados diferencialmente reportados anteriormente en corteza temporal para PSP (TCX

DEGSs); asi como la lista de genes asociados a PSP (PSP literatura); Intersecciéon (N). No

significativo (N.S.).

A continuacion, buscamos determinar si los 640 LMT DEGs estan

sobrerrepresentando alguna via o funcién biolégica especifica y para ello llevamos a cabo

pag. 44



un FEA. En este analisis se observo que los LMT DEGs regulados a la alta, Figura 13 inciso
(@), (b), (c), estaban enriquecidos para los procesos de regulacion de la transcripcion y
estructura de la sinapsis. Mientras que los regulados a la baja, Figura 13 inciso (d), (e), (f),
estan enriquecidos para el sistema de endomembranas, procesos catabdlicos y sintesis de
proteinas, asi como procesamiento de ARNm y migracion de leucocitos.

Enriquecimiento Funcional de los LMT DEGs a la alta (258)  Enriquecimiento Funcional de los LMT DEGs a la baja (382)
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Figura 13. GOt enriquecidos en los LMT DEGs de los pacientes con PSP. Procesos
Bioldgicos (BP), Componente Celular (CC), y Funcién Molecular (MF) con un p-value<0.05
enriquecidos en los 258 DEGs a la alta (a-c), y enriquecidos en los 382 DEGs a la baja (c-
d). Escala de color represente el p-value; eje x muestra el nimero de genes en cada uno
de los GOt.
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8.2 Mddulos de genes asociados a PSP

Para enriquecer la busqueda de genes y procesos desregulados en PSP realizamos el
WGCNA. El dendrograma, que se puede apreciar en la Figura 14 inciso (a), agrupo seis
modulos de genes con una distancia entre los modulos (altura) que varia de 0,9 a 0,6. Entre
ellos, tres mddulos, el médulo azul con 419 genes, el modulo amarillo con 355 y el médulo
verde con 162, mostraron un patrén de expresion distintivo en el que los genes con una
expresion a la baja en sujetos con PSP estaban a la alta en sujetos CNTRL y viceversa,
esto se puede apreciar en los mapas de calor, Figura 14 inciso (b), (c) y (d), que contiene

la expresion de los genes de cada uno de los modulos.

Como se menciond, cada modulo puede estar reflejando genes involucrados a algin
proceso celular en comun, por lo que se procedié a determinar si los genes de cada médulo
estaban enriquecidos para algun proceso bioldgico especifico. Con este fin, se decidié
extraer los genes regulados a la alta y a la baja para para cada moédulo y luego comparar
su FEA.

Para los genes regulados a la alta, que se pueden observar en la Figura 15 inciso
(@), (b) y (c); en el modulo azul no se encontré algun tipo de proceso enriquecido en lo
particular. El médulo amarillo se observé asociado a la estructura, actividad y regulacién de
la sinapsis. Mientras que el médulo verde muestra genes asociados a dos procesos de la
regulacion de la traduccién. En el FEA de los genes regulados a la baja, que se pueden
observar en la Figura 16 inciso (a), (b) y (c); en el mddulo azul, se encontrd asociado con
la mielinizacién; en el médulo amarillo se observd enriquecido con el citoesqueleto y
estructuras de adhesion; mientras que el mddulo verde no mostré ninglin proceso
enriquecido. Hasta este punto, los genes agrupados en el médulo azul a la alta parecen
estar enriquecidos en procesos como los observados en los DEGs a la alta, mientras que
los genes agrupados en los médulos a la baja estan enriqueciendo procesos diferentes

observados en los DEGs a la baja.
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Figura 14. Médulos de genes agrupados en el WGNCA. (a) Dendrograma de los seis
modulos construidos por la red de topologia de escala libre. (b) Mapa de calor de la
expresion de los genes agrupados en el médulo azul; (c) Mapa de calor de expresién de los
genes agrupados en el modulo amarillo; (d) Mapa de calor de expresion de los genes
agrupados en el médulo verde; Pardlisis supranuclear progresiva (PSP); Control (CNTRL);

Muestras CNTRL en azul y muestras PSP en rojo; distancia entre los médulos (altura).
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Figura 15. GOt enriguecidos en los genes a la alta de los mddulos Azul, Verde y

Amarillo. Gréaficos de puntos de los términos de ontologia genética (GO) enriquecidos y

con un p-value < 0,05 para procesos biolégicos (BP), componente celular (CC) y funcion

molecular (MF) en los genes regulados a la alta dentro de los médulos azul, amarillo y verde

(a-c). Porcentaje total de genes en cada término GO (GeneRatio); la escala de colores

representa el p-value.
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Figura 16. GOt enriquecidos en los genes a la baja de los mdédulos Azul, Verde y
Amarillo. Gréaficos de puntos de los términos de ontologia genética (GO) enriquecidos y
con un p-value < 0,05 para procesos biolégicos (BP), componente celular (CC) y funcion
molecular (MF) en los genes regulados a la baja dentro de los médulos azul, amarillo y
verde (a-c). Porcentaje total de genes en cada término GO (GeneRatio); la escala de colores

representa el p-value.
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8.3 Regulacién transcripcional de los DEGs y los médulos de genes

Dado que los TF regulan la expresion génica, decidimos encontrar aquellos posibles TF
clave que causen la desregulacion de los DEGs y médulos genéticos en el LMT de los
pacientes con PSP; para ello, fusionamos los LMT DEGs y WGCNA (LMT DEGs+WGCNA).
Después de la fusion, obtuvimos 1167 genes, con 513 regulados positivamente
(DEGs+WGCNAup), y 654 genes regulados negativamente (DEGs+WGCNA down).

Para descubrir posibles TF (pTF) asociados a los genes desregulados llevamos a
cabo un MEA para la region de 2 kb rio arriba de LMT DEGs+WGCNAup, y de igual manera
para los LMT DEGs+WGCNAdown. Como resultado, encontramos 53 motivos de unién
enriquecidos en los genes regulados a la alza y 159 motivos de unién enriquecidos en los
genes regulados a la baja, a todos los TF con unién a estos motivos enriquecidos los
consideramos como pTF. El top 15 de motivos enriquecidos en ambos MEA se puede

observar en la tabla 1 y la tabla 2 del material suplementario, seccién de anexos.

Posteriormente, con el fin de determinar si algunos de ellos realmente regulan la
expresion génica en PSP, buscamos el enriquecimiento de sus TG en DEGs+WGCNAup,
y de igual manera para los DEGs+WGCNAdown. De todos los pTF, siete mostraron un
enriquecimiento significativo de sus TG; dos de ellos la proteina caudal homeobox CDX4 y
el gen conmutador del sexo SRY estan enriquecidos en los DEGs+WGCNup; mientras que
la proteina caudal homeobox CDX2, forkhead box O3 0 FOXO3, proteina P3 de la Forkhead
box FOXP3, POU Class 3 Homeobox 2 POU3F2 y Factor de transcripcion de dominio TEA
4 o TEAD4 estan enriquecidos en DEGs+WGCNAdown (Figura 17 a y b). Mas aln,
considerando que la expresion de novo de TF es uno de los posibles mecanismos
reguladores de la expresién génica, se buscéd la expresion diferencial de los 7 TF. Se
encontr6 que FOXO3, estaba regulado a la alza en el LMT de pacientes con PSP (valor de
p = 0,004) (Figura 17 c), lo que el incremento de su expresion podria estar asociado a la

patologia.
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(@) TF-TG enriquecidos en DEGs+WGCNAup

()

FOX03
TF IQ  [1Q prom. P-value Grupos & oL per
CDX4 23 | 128 0.00519
SRY 110 | 84.6 0.00189 .
(b) TF-TG enriquecidos en DEGs+WGCNAdown )
8 1125
TF IQ | 1Q prom. P-value s
CDX2 122 | 99 0.00705 g ;
FOXO3 |[165 |122.4 0.00001 "
FOXP3 | 251 |207.3 0.00014
POU3F2 |83 |[557 0.00028 1075 * ,
TEAD4 | 106 | 79.2 0.00081 CNTR;WDO:SP

Figura 17. TFs enriquecidos en LMT DEGs+WGCNA. (a) Tabla de genes blanco de
factores de transcripcion (TF-TG) enriquecidos significativamente en DEGs+WGCNAup; (b)
Tabla de TF-TG enriquecidos significativamente en DEGs+WGCNAdown; (c) diagrama de
caja de la expresion de FOXO3 (escala logaritmica 2) en muestras controles (CNTRL) y
con paralisis supranuclear progresiva (PSP). Factores de transcripcion (TF); Cuantificaciéon
de interseccién (1Q); promedio de la IQ en las permutaciones aleatorias (IQ prom) p-valor <
0,01 (**).

8.4 Genes de interés parala PSP

Para encontrar posibles genes de interés asociados con la PSP, decidimos utilizar la lista
de genes LMT DEGs+WGCNA vy realizar otro analisis de superposicion con TCX DEGs y
los PSP literatura. En comparacion con el andlisis de superposicion anterior, detectamos
91 genes en la interseccion con TCX DEGs (valor p = 8e-12) y 5 genes en comun con la
lista PSP literatura, con SLCO1A2 y MOBP siendo los Unicos GWAS asociados con la
enfermedad (Figura 18). Posteriormente evaluamos si algunos de estos 91 genes estan
asociados con alguno de los procesos enriquecidos en los andlisis previos (FEA de los
DEGs, y DEA de los genes en los médulos). Encontramos que 54 genes participaban en
procesos encontrados enriquecidos previamente, los cuales se considerardn genes de
interés (tabla 4). De entre ellos, podemos resaltar la presencia de 5 genes implicados en el
corte y empalme del ARNm (SF3B1, RBM5, DDX17, METTL3, y PPWD1), 4 implicados en
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la mielinizacion (ASPA, KLK6, MAG, y TMEM98), otros asociados con el catabolismo y
sintesis de proteinas: 3 genes asociados a procesos catabdlicos del acido carboxilico
(ASPA, ENOSF1, y CSAD), 6 genes con regulacién positiva del proceso catabdlico y
sintesis de proteinas celulares (CAPN3, ERBB3, PSME4, CDK5RAP3, METTLS3, y
RPS6KB1), y 3 genes con actividad de peptidasa (CAPN3, KLK6, y CNDP1); por ultimo
también encontramos genes asociados al sistema de endomembranas: endosoma tardio
(TF, BACEL, y ABCAD5) y reticulo endoplasmico (CERCAM, COL4AS5, y KLK®).

LMT DEGs+WGCNA

1077

LMT DEGs+WGCNA N TCX LMT DEGs+WGCNA N PSP
DEGs literatura
p-value = 8e-12-\ / N.S.
90 4
1
TCX DEGs 656 1 £ PSP

literatura

L

LMT DEGs+WGCNA N TCX DEGs N PSP
literatura
(SLCO1A2)
N.S.

Figura 18. Genes compartidos entre los LMT DEGs+WGCNA de pacientes con PSP,

con genes reportados para PSP en la literatura. Diagrama de Venn que muestra la
interseccién entre los DEGs y los WGCNA del LMT (LMT DEGs+WGCNA) y los genes

expresados diferencialmente reportados en la literatura (TCX DEGSs), asi como la lista de
genes de riesgo y previamente asociados a PSP (PSP literatura); Interseccion (N). No

significativo (N.S).
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Tabla 4.- Genes relacionados con algun termino de ontologia génica (GOt) enriquecidos

en el DEAy en el WGCNA

GOt Genes
Via de sefializacién wnt DAB2IP
Cuerpo neuronal DAB2IP
Regibn cis-reguladora de la ARN pol Il | ZNF160
Actividad de adaptador molecular DAB2IP
Actividad de factor de transcripcion de | ZNF160
union a ADN

Migracion de leucocitos ROCK1

Procesos catabodlicos de compuestos

organonitrogenados

AMPD3/ CAPN3/ ASPA/ PSME4/ CDK5RAP3/
NUDT9/ ENOSF1/ CSAD/ ROCK1

Corte y empalme de ARNm, via | SF3B1/RBM5/DDX17/ METTL3/
spliceosoma PPWD1

Procesos catabdlicos del acido | ASPA/ ENOSF1/ CSAD
carboxilico

Localizacion de proteinas a organelos

CDK5RAP3/ CCDC66/ CEP192/
TARDBP

RPAIN/

Organizacion de la membrana

TARDBP

Procesamiento de ARNm

SF3B1/ RBM5/ DDX17/ METTL3/ PPWD1/
TARDBP

del

metabolico de proteinas celulares

Regulacion  positiva proceso

CAPN3/ ERBB3/ PSME4/ CDK5RAP3/
METTL3/ RPS6KB1

Cicatrizacion de la herida ERBB3

Exosoma extracelular MON2/ NUDT9

Reticulo endoplasmico CERCAM/ COL4A5/ KLK6
Superficie celular MOG/ RPS6KB1
Microtubulos CDK5RAP3/ CCDC66

Complejo contenedor de proteinas

CAPN3/ SF3B1/ ERBB3/ COL4A5/ UTP6/
PSME4/ RBM5/ MAT2A/ CDK5RAP3/ DDX17/
CCNL1/ METTL3/ PPWD1/ CEP192

Cuerpo basal ciliar

CCDCo66

Nucleolo

CAPNB3/ SF3B1/ ZNF655/ UTP6/ KLK6/
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CDK5RAP3/ DDX17/ RPAIN

Cuerpo nuclear

SF3B1/ PSME4/ DDX17/ CCNL1/ METTL3/
FNBP4

Actividad de hidrélisis de ATP

DDX17

Unién a proteina

MOG/ AMPD3/ CAPN3/ SF3B1/ DOCKS5/
CERCAM/ ERBB3/ ZNF655/ ASPA/ UTP6/
PSME4/ RBM5/ KLK6/ MAG/ MON2/ PHF11/
SEMA6D/ MAT2A/ CDK5RAP3/ DDX17/
HAPLN2/ FAR1/ CCNL1/ SH3GL3/ METTL3/
FNBP4/ NUDT9/ WDR27/ TRPM6/ CCDC66/
TFAP2E/ CEP192/ PTPDC1/ RPAIN/ PAIP2/
LENG8/ SHC4/ RPS6KB1/ ROCK1/ TARDBP

Actividad peptidasa

CAPN3/ KLK6/ CNDP1

Actividad dependiente de ATP

DDX17

Cuerpo celular neuronal

DAB2IP

Revestimiento de neuronas

ASPA/ KLK6/ MAG/ TMEM98

Revestimiento del axon

ASPA/ KLK6/ MAG/ TMEM98

Mielinizacion

ASPA/ KLK6/ MAG/ TMEM98

Diferenciacion de oligodendrocitos

ASPA/ MAG/ TMEM98

Corte y empalme de ARN

SF3B1/ METTL3

Regulaciéon del tamafio de la estructura

anatomica

SEMA6D/ ROCK1

Transduccion de la sefial de la proteina
Rho

ROCK1

Transduccion de la sefal de la proteina

Ras

ROCK1

Regulacion del tamafio del componente

celular

SEMAGD

Cuerpo nuclear

SF3B1/ PSME4/ METTL3/ FNBP4/ EP400

Endosoma tardio

TF/ BACE1/ ABCA5

Componente integral de la membrana

del organelo

FAR1

pag. 54



Componente intrinseco de la membrana | FAR1

del organelo

Corteza celular MOBP
Adhesion focal EFS
Union célula-sustrato EFS
Actividad reguladora de cinasa ERBB3

8.5 Diferencias entre el perfil transcriptomico de lalinea CPN del paciente con PSP
y el CNTRL

Después de haber encontrado genes de interés en el LMT de sujetos con PSP. Se continué
con la evaluacion del transcriptoma de las CPN de individuos con PSP comparado contra
CPN de individuos CNTRL. De las 4 lineas celulares conseguidas a través del Tau
Consortium, hasta este momento se han logrado establecer dos lineas de ellas, la GIH-131-
Cl (PSP) y la F12436.3 (CNTRL). En la Figura 19 se muestran dos micrografias en
contraste de fases en las cuales se puede apreciar su morfologia, nacleos pequenos, asi
como estructuras bipolares y alargadas, y algunas conectadas entre si. Cuando las CPN
alcanzaron una confluencia superior al 80% su ARNm fue preservado para posteriormente
realizar la secuenciacion correspondiente. Cabe sefialar que cada una de las dos lineas
descritas previamente tuvo un duplicado técnico en la realizacibn del ensayo de
secuenciaciéon. Una vez realizada la secuenciacion y después de normalizar el conteo de
las lecturas, se procedié a evaluar los datos. Dichos datos, como se observa en la Figura
20 inciso (a) y (b), mostraron una distribucion normal en su nivel expresion y una mediana
similar en todas las muestras, indicando que son adecuados para su posterior analisis
estadistico. En el PCA, presente en la Figura 20 inciso (c), podemos observar que en el
PC1 las CPN CNTRL se agrupan a la izquierda de las CPN PSP; y que, ademas, este
componente explica el 71% de la varianza total de los genes en el ARN seq, lo que nos

indica que las lineas CNTRL y PSP son diferentes entre sus perfiles transcripcionales.
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(a) F12436.3 (b) GIH-131-C1

Figura 19. Vista en contraste de fases de las CPN. F12436.3 del grupo CNTRL (a) y GIH-
131-C1 del grupo PSP (b) durante el proceso de expansion y crecimiento. Imagenes
obtenidas con el microscopio invertido OLYMPUS CK40 con el objetivo de 40x. Barra de

escala = 100 mM.

(a) Histograma de Expresién (b) Distribucién de la Expresién (c) PCA
g S
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Muestras

Figura 20. Procesamiento de los datos del RNAseq de las CPN. (a) Histograma de
distribucion de la expresion en escala de logaritmica de los datos procesados; (b) Diagrama
de Tukey con distribucion de los valores de expresion en escala logaritmica de cada las
muestras de ambos grupos; (c) Analisis de componentes principales (PCA) de los datos
procesados; Muestra Control (CNTRL) y con Paralisis Supranuclear Progresiva (PSP);
CNTRL (azul) y PSP (rojo); Componente principal 1 (PC1); componente principal 2 (PC2).
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Figura 21. DEGs en las lineas CPN PSP vs. CNTRL. (a) Gréfico de volcan de la dispersién
de los genes expresados diferencialmente (DEG) a la alta y a la baja, al comparar las CPNs
de la muestra con Pardlisis Supranuclear Progresiva (PSP) contra las Control (CNTRL), No
significativo (NS); (b) mapa de calor con la expresion en escala logaritmica de los DEGS,
genes expresados a la alta en color rojo, y a la baja en color verde, muestra CNTRL (azul)
y PSP (rojo).

Para detectar los genes causantes de las diferencias en el perfil transcripcional entre
los grupos, se hizo un DEA. Este analisis, el cual se puede visualizar en la Figura 21 de
volcan inciso (a), encontré la presencia de 627 DEGs en las CPNs (CPN DEGSs) de la
muestra con PSP al ser comparado con la muestra CNTRL, con 288 DEG regulados a la
alta y regulados a la baja. La expresiéon de los CPN DEGs se puede observar en el mapa
de calor, Figura 21 inciso (b), donde claramente se aprecia como los genes expresados a
la alta en un grupo se encuentran a la baja en el otro, y viceversa. Posteriormente, se buscé
determinar si los 627 DEGs estan sobrerrepresentando alguna via o funcién biologica
especifica y para ello llevamos a cabo un FEA. En este andlisis se observé que los DEGs
a la alta, Figura 22 inciso (a), (b), (c), estaban mayormente asociados al sistema de

endomembranas, como endosoma temprano, lisosomas y exosomas, asi como
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citoesqueleto. Mientras que los genes a la baja, Figura 22 inciso (d), (e), (f), estén
enriquecidos para procesos relacionados con el desarrollo del sistema nervioso y
estructura, actividad y regulacion de la sinapsis.

Enriquecimiento Funcional de los CPN DEGs a la alta (288) Enriquecimiento Funcional de los CPN DEGs a la baja (339)
a d
@) BP @ BP
Localizacion de proteinas en membrana plasmatica I —————— Regu\acwon de la plasticidad sinaptica mm
Transporte de lipidos I Morfogénesis embrionaria m——
Fagositosis m— pva‘ © Espemhcacmr? é)err;ggg? g?wlt:m,%ons}g}g — LD
Regulacion negativa de protedlisis m—
Desarrollo de células musculares m e ——— 0 CL . oOrg anggggs%gcﬁzrgﬁéﬂrg __ Eggf
_ Regulacion positiva de la célula de citocinas mssssssss——— | ... Movimiénto basado en microtubllos - e
Regulacion negativa del proceso del sistema inmunclogico s

Aprendlzade asociativo mmm
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Figura 22. GOt enriquecidos en lalinea CPN del paciente con PSP. Procesos Bioldgicos
(BP), Componente Celular (CC), y Funcién Molecular (MF) con un p-value<0.05
enriquecidos en los 288 DEGs a la alta (a-c), y enriquecidos en los 332 DEGs a la baja (c-
d). Escala de color represente el p-value; eje x muestra el nimero de genes en cada uno
de los GOt.

8.6 Analisis de correlacion entre el transcriptoma de las lineas CPN y del LMT de

los individuos en el microarreglo

Con la finalidad de evaluar si existe algin grado de correlacién entre la linea GIH-131-C1_1
y su clona GIH-131-C1 2 de un individuo confirmado con PSP, con los individuos
catalogados como PSP (IB27, 1B28, 1B29, IB30, IB31, IB55 e IB64), se realizd un analisis
de correlacion de Pearson entre cada una de las muestras. En la figura 23, podemos
observar como ambas lineas GIH-131-C1, muestran indices de correlacion (R) de entre
0.12 y el 0.3, al ser comparadas contra el transcriptoma de los individuos con PSP, indicado

una correlacion baja entre ellos. Por el otro lado también podemos observar valores R muy
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cercanos al 0.34 entre las lineas F12436.3 de un individuo sano, al ser comparadas contra
los individuos catalogados como sanos (IBO7, IB0S, IB09, IB10 e 1B11).

B PSP
N A nS m CNTRL
o oy O, 0
b“b‘b.b‘r‘.}@"\'\'\rb\
A R - S S N R SR R N
Q»QQ@O\Q‘O\Q‘@Q P g FFFELEE

F12436.3_1 0.35 0.36 0.38 0.35 0.37 0.34 0.29 0.28 0.3 0.33 0.31 0.33

F12436.3 2 0.3 0.31 0.3 0.31 0.31 0.3 0.27 0.28 0.28 0.31 0.27 0.29
GIH.131.C1_1 0.26 0.32 0.33 0.36 0.34 0.27 0.2 0.22 0.24 0.3 0.23 0.26
GIH.131.C1_2 0.22 0.3 0.33 0.37 0.33 0.22 0.12 0.14 0.18 0.24 0.16 0.2
IBO7 0.35 0.3 0.26 0.22
IBO8 0.36 0.31 0.32 0.3
IBOS 0.38 0.3 0.33 0.33
IB10 0.35 0.31 0.36 0.37
IB11 0.37 0.31 0.34 0.33
IB27 0.34 0.3 0.27 0.22
IB28 0.29 0.27 0.2 0.12
IB29 0.28 0.28 0.22 0.14
IB30 0.3 0.28 0.24 0.18
IB31 0.33 0.31 0.3 0.24
IBS5 0.31 0.27 0.23 0.16
IB64 0.33 0.29 0.26 0.2

L N
Figura 23.- Mapa de calor del indice de correlacién entre las lineas CPN y el LMT.

indice de correlacion entre las clonas de las lineas CPN GIH-131-C1 y F12436.3, con los
individuos controles (IB07, 1B08, IB09, IB10 e IB11) (CNTRL, color azul) y los afectados con
paralisis supranuclear progresiva (1B27, 1B28, I1B29, 1B30, IB31, IB55 e 1B64) (PSP, color
rojo) analizados en el microarreglo del I6bulo temporal medial. El valor presente en las
intersecciones es el indice de correlacion de Pearson (R). El color azul oscuro indica

correlaciones altas mientras que los blancos indica una correlacion nula.
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Por dltimo, para evaluar cualquier otra posible asociacion con la patologia se
procedié a buscar la presencia de algiin gen en comun entre los DEGs de la linea GIH-131-
C1yde los genes asociados a la patologia en la literatura. En este andlisis de interseccion,
figura 21, observamos solo un gen presente en la lista PSP literatura, el gen corresponde
con BSN, mejor conocido como Basson, un gen cuya proteina codificante es un andamio
involucrado en la estructura presinaptica. La presencia de solo un gen nos confirma la poca
relacion entre linea GIH-131-C1 con la patologia de PSP, a diferencia de lo que se observo

con los genes desregulados en el LMT.

CPN DEGs PSP Literatura

626 1 84

(BSN)
N. S.

Figura 24.- Genes compartidos entre los CPN DEGs de pacientes con PSP, con genes
reportados para PSP en laliteratura. Diagrama de Venn que muestra la interseccion entre
genes expresados diferencialmente (DEGs) que obtuvimos del andlisis de expresion
diferencial de la linea GIH-131-C1 con PSP confirmado (CPN DEGS); y la lista de genes de
riesgo asociados con PSP y de genes reportados involucrados en la patologia (PSP
literatura). No significativo (N. S.).
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9. DISCUSION

En este trabajo se encontré una clara diferencia entre el perfil transcripcional del LMT de
sujetos con diagnostico de PSP y sujetos sanos. Esto ya se ha reportado en distintos
trabajos (M. Allen, X. Wang, J. D. Burgess, et al., 2018; Wang et al., 2021); en este caso,
resaltamos que las diferencias observadas concuerdan con lo observado en la corteza
temporal de cerebros de pacientes con PSP por Marrie Allen et. al en 2018 (M. Allen, X.
Wang, J. D. Burgess, et al., 2018), incrementando la posibilidad de que lo que se observé
en el LMT esté relacionado con la patologia de PSP. Aunque la atrofia del mesencéfalo es
el sello mas distintivo en PSP (Kovacs et al., 2020); las areas del LMT como el hipocampo
y las cortezas perirrinal, entorrinal y parahipocampal adyacentes han sido reportadas con
pérdida de volumen en estudios de morfometria basada en voxeles (VBM) (Pan et al., 2017,
Stezin et al., 2017). Ademas, en estadios avanzados de la enfermedad, existe una mayor
acumulacion de tau patolédgica en el I[6bulo temporal (Kovacs et al., 2020). Lo que sugiere
gue el transcriptoma del LMT esté probablemente reflejando aspectos de la patologia de la
PSP.

En el LMT de pacientes con PSP encontramos la desregulacion de genes asociados
con la estructura, actividad y regulacidon de la sinapsis, el sistema de endomembranas,
regulacion de la transcripcién, procesamiento del ARNmM, mielinizacién, procesos
catabdlicos y sintesis de proteinas, adhesion celular y citoesqueleto. De entre ellos, los
ultimos 3 no han sido reportados afectados a nivel transcriptomico en PSP, por lo que
estudiar las posibles implicaciones de estos genes en la patologia puede ser relevante (M.
Allen, X. Wang, J. D. Burgess, etal., 2018; Wang et al., 2021; Weber et al., 2018; Yokoyama
et al., 2017). EnfocAndonos en los 54 genes de interés en comln encontrados en el LMT y
en el transcriptoma de TCX de pacientes con PSP obtenido de la literatura, observamos
gue se encuentran principalmente asociados el procesamiento del ARNm, mielinizacion, el

sistema de endomembranas, y procesos catabdlicos y sintesis de proteinas.

Adentrandonos un poco mas en los genes relacionados con el procesamiento del
ARNm, encontramos la expresion de SF3B1, DDX17 y RBM5 a la baja, proteinas
importantes en la estructura y actividad del spliceosoma (Jackson & Kochanek, 2020;
Wongpalee et al., 2016; Zhang et al., 2019); asi como también de METTL3, esencial para
maduracién del ARNm (Wu et al., 2021). La disfuncién del proceso de corte y empalme
(mejor conocido como splicing) ha sido reportada en distintos modelos de tauopatias,

causando desregulacion en el splicing alternativo de genes (Apicco et al., 2019; Cruz et al.,
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2019); la disfuncién de este proceso también esta altamente relacionada con el proceso de
envejecimiento en condiciones patologicas (Li et al., 2017). En PSP, la desregulacion de
genes asociados a este proceso ha sido reportada en los trabajos de Silzer en 2020 y de
Allen en 2018 (Mariet Allen et al., 2018; Talisa K. Silzer et al., 2020), por lo que evaluar a
nivel funcional los genes encontrados a la baja de este proceso podria ser relevante para
la enfermedad.

Otros procesos que encontramos desregulados son el sistema de endomembranas,
esto concuerda con reportes previos de variantes de riesgo de PSP en STX6 y en LRRK2,
genes involucrados en vias endolisosomales y transporte mediado por vesiculas (Jabbari
et al., 2021; Yokoyama et al., 2017). Aunque observamos que genes de interés estaban
relacionados con GOt como reticulo endoplasmico y el endosoma, los genes agrupados
dentro de estos no mostraron estar relacionados con algin mecanismo biol6gico en

particular, sino mas bien estaban relacionados con su ubicacién celular.

En cuanto a la mielinizacién, se detecto la regulacién a la baja de MAG, MOG y TF,
proteinas expresadas en mielina que juegan un papel esencial en su formacion, estructura
y funcién (Espinosa de los Monteros et al., 1999; Ferrer et al., 2019; Johns & Bernard, 1999;
Quarles, 2007; Reindl & Waters, 2019); también se observé la regulacién a la baja de genes
de interés relacionados con la diferenciacion de oligodendrocitos como TMEM98, KLK6 y
ASPA (Elsesser et al., 2019; Huang et al., 2018; Mattan et al., 2010; Murakami et al., 2013).
La afectacion de genes asociados a la mielinizacién podria ser el resultado del papel que
desempefian oligodendrocitos en la dispersion de la tau patolégica tal y como reporta Isidro
Ferrer (Ferrer et al., 2019). Ademas, se encontro la desregulacion de MOBP y SLCO1A2,
dos genes de riesgo asociados a PSP (Hoglinger et al., 2011; Sanchez-Contreras et al.,
2018).

Se ha encontrado con un nivel de expresiéon reducido a SLCO1A2 en las areas
cerebrales afectadas por PSP (Sanchez-Contreras et al., 2018; Zou et al., 2012), aunque
su papel en la patologia no esta del todo claro, se ha relacionado con la regulacion de la
expresion de genes de mielina (lohan et al., 2022). Mientras tanto MOBP, importante en la
compactacion y estabilizacion de la mielina (Montague et al., 2006), no ha sido observado
con cambios en su nivel de expresion en PSP, aunque si se ha encontrado enriquecido en
areas afectadas (Hoglinger et al., 2011). Este es el primer trabajo donde MOBP se reporta

a la baja en el tejido cerebral de PSP, junto con SLCO1A2, y tomando en cuenta lo
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reportado por Lucas Carvalho, cabe la posibilidad de que ambos genes estén participando
en la desregulacion de genes asociados a este proceso, Figura 25 (lohan et al., 2022).
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Figura 25. Red de interaccién entre los genes de riesgo SLCO1A2 y MOBP. Cluster de
interaccion de los genes SLCO1A2 y MOBP con un médulo de coexpresion de genes
enriquecido para procesos de mielinizacién encontrado en tejido de corteza temporal de

pacientes con PSP (lohan et al., 2022).

Con respecto a los procesos de sintesis y catabolismo de proteinas, encontramos
gue a la baja se presentan dos peptidasas extracelulares, CNDP1 y KLK®6, siendo la
segunda altamente relacionada con la EA y la EP, donde se le ha encontrado a la baja en
zonas afectadas y juega un papel en la degradacién de a-sinucleina extracelular (Mella et
al., 2020; Pampalakis et al., 2017). Considerando que la proteina tau patolégica es liberada
y luego recapturada, se ha hipotetizado que componentes de la matriz extracelular como
las peptidasas y proteasas extracelulares podrian interaccionar o procesar los agregados
de proteina tau, cambiando sus propiedades y regulando su capacidad de dispersion
(Moretto et al., 2022).

Otros genes de interés asociados a la sintesis y catabolismo de proteinas son
CAPN3, PSME4, y RPS6KB1. La CAPN3, o calpaina 3, forma parte de la familia proteasas
activadas por calcio que participan en la sefializacién neuronal (calpaina 1y 2) y cuya
hiperactivacion reportada en varias enfermedades neurodegenerativas promueve la muerte

neuronal; en este caso CAPN3 se encuentra expresada a la baja, y aunque su funcién
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exacta en el cerebro no esta descrita, se ha observado que presenta una estructura similar
por lo que podria participar en los mismos procesos (Baburuna et al., 2021; Liu et al., 2008).
PSME4 es una subunidad del proteasoma que juega un papel importante en su actividad y
la estabilidad del ADN, se le ha encontrado expresado a la baja en pacientes con la EP
(Yuan et al., 2020), tal y como lo encontramos para PSP, por lo que podria estar asociado
al incremento en el dafio al ADN reportado en taupatias (Colnaghi et al., 2020). Por dltimo
encontramos regulada a la baja la proteina ribosémica S6 quinasa beta-1, o RPS6KBL1,
proteina ribosomal que se ha reportado que fosforila a la proteina tau en 3 sitios distintos,
y que esta directamente relacionada con la regulacion de la transcripcion de la proteina tau,

lo que puede ser interesante para la PSP (Pei et al., 2008).

Por otro lado, se encontré que 7 TF (TEAD4, POU3F2, FOXP3, FOX0O3, CDX2,
CDX4 y SRY) estan involucrados en la desregulacion de los genes en el LMT; ademas, de
acuerdo con la literatura, los 7 estan asociados al neurodesarrollo (Arasappan et al., 2021;
Ding et al., 2021; Joshi et al., 2019; Lee et al., 2019; Li et al., 2021; Taylor et al., 2020; Zhao
et al., 2014). Es importante mencionar que se encontr6 Unicamente a FOXO3
significativamente regulado a la alta; esto ya habia sido reportado para este microarreglo
(Bronner et al., 2009). En este trabajo se replicd su asociacion a la enfermedad realizando
otros analisis totalmente diferentes, reforzando la idea de su posible asociacién con la
patologia. FOXO3, codifica un factor de transcripcién implicado en el envejecimiento y la
longevidad (Morris et al., 2015; Sanese et al., 2019); regulando la acumulacion de especies

reactivas de oxigeno (ROS) (Morris et al., 2015; Sanese et al., 2019).

Hasta la fecha solamente hemos logrado establecer el cultivo de una linea de CPNs
de un individuo con PSP y otra de un individuo CNTRL, por lo que se decidid utilizar
duplicados técnicos de las lineas establecidas. Debido a esta complicaciéon solo se pudo
comparar el transcriptoma de las CPNs de un individuo diagnosticado con PSP esporadico,
sin relacién familiar aparente con las CPNs de un individuo sano. Esto implica que las
diferencias observadas a nivel transcripcional puedan deberse a la variabilidad inter-
individuo, y no tal cual a la patologia per se. A pesar de este inconveniente, de igual manera
se procedio6 a evaluar el perfil transcriptdmico y analizar si la linea GIH-131-C1, replicaba lo

observado en el LMT de pacientes con PSP.

Al ahondar en la diferencia en el perfil transcriptdmico entre ambos individuos, se
encontr6 que la linea GIH-131-C1, presentaba diferencias en la expresion de genes

asociados al sistema de endomembranas, el desarrollo del sistema nervioso y estructura y
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actividad de la sinapsis, procesos a los que estaban asociados genes desregulados en el
transcriptoma del cerebro de pacientes con PSP. Desafortunadamente al llevar a cabo el
andlisis de correlacion entre los individuos, se detectd que la expresion de genes en las
lineas celulares GIH-131-C1 no correlacionaba a la observada en el cerebro de individuos
con PSP, y de igual manera se observé que las lineas celulares F12436.3 tampoco se
parecian a lo observado en el cerebro de individuos sanos. Esto nos sugiere que ambas
lineaa CPN no parece replicar completamente lo ocurrido en el cerebro, probablemente
debido a que son CPN y no neuronas maduras, por lo que podria ser de utilidad diferenciar
estas lineas de CPN a neuronas para poder hacer el andlisis transcriptémico de forma mas

comparable al tejido cerebral.

En la literatura, no hay trabajo que hable del uso de CPNs para el modelado de la
patologia de PSP esporadica, pero en otras enfermedades neurodegenerativas
esporadicas (EA y EP), se descubrié que las CPNs mostraban una afectacién principal de
genes asociados a la neurogénesis y a la diferenciacién, tal y como observamos en algunos
genes desregulados en la linea GIH-131-C1 (Meyer et al., 2019; Vlasov et al., 2021),
sugiriendo la teoria de que perturbaciones en el desarrollo, como lo es la afectacion de
genes asociados el desarrollo, podrian estar asociados a una predisposicion a la
enfermedad (Meyer et al., 2019; Sproul et al., 2014; Vlasov et al., 2021). Esta teoria podria
tener relacién con lo observado en los genes expresados diferencialmente en lineas
celulares GIH-131-C1, ya que genes relacionados a la estructura y actividad de la sinapsis,

se encuentran enriquecidos en los genes a la baja en esta linea celular de NPC.
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10. CONCLUSIONES

Este trabajo propone 54 genes de interés cuya expresion alterada pueden estar asociada
con la patologia de PSP. También observamos que los genes de interés se encuentran
principalmente asociados a el procesamiento del ARNm, mielinizacion, el sistema de
endomembranas, y la sintesis y catabolismo de proteinas, todos ellos con excepcion del
ultimo proceso, han sido reportados alterados a nivel transcriptémico para PSP. Ademas,
se detectaron 7 factores de transcripcion, especialmente FOXO3, como posibles
impulsadores de cambio en la expresion génica en PSP. Por otro lado, se generaron datos
transcriptomicos de la linea CPN GIH-131-C1 de un individuo con PSP esporadico, que
presentd la desregulacion de genes asociados el neurodesarrollo, sinapsis y sistema de
endomembranas, pero se encontré un bajo grado de similitud con el LMT de pacientes con
PSP, por lo que se sugiere su diferenciacion hacia neuronas y aumentar el nimero de CPN

para poder buscar la correlaciéon con el tejido cerebral.

11. PERSPECTIVAS

Para poder seguir evaluando el posible uso de las CPN, consideramos necesario,
establecer la otra linea CPN de PSP restante, posteriormente se debera analizar los
cambios transcriptomicos después de un proceso de induccion neuronal, lo que ayudaria
evaluar si las neuronas maduras estan replicando las caracteristicas de las neuronas en el
cerebro de pacientes con PSP; ademas, se podria utilizar un cultivo prolongado, esto
permitiria valorar una variable mas importante de las enfermedades esporadicas, el
envejecimiento. Una vez alcanzada la madurez neuronal se podria comparar el
transcriptoma de estas con los resultados obtenidos de los DEGs de tejido cerebral
obtenidos en este proyecto. También seria interesante evaluar a nivel proteico la expresion
de los 54 genes en las neuronas inducidas, asi como también en algin modelo murino,
como lo seria el ratén con la mutacién de tau P301L o A152T, usado en la literatura, para
evaluar similitudes y diferencias. Este estudio abre el camino para investigar la implicacién
en la desregulacién de estos genes en la patologia de la PSP, y el establecimiento de un

modelo celular para el estudio de la PSP.
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12. ANEXOS
12.1

Rank Target

1 RHOXF1
2 TBX1
3 TBX15
4 MGA
6 TBX4
6 PITX2
8 SOX2
11 SRY
11 TBX5
13 PITX1
14.5 VDR
14.5 NR4A1
20 RORA
20 ZNF410
20 BARX2

Material Suplementario

TAATch
ACAATc
ﬁCA‘MI
s T\axr._~
TAATCC_
e aGTTA
AAAGGTCA
~x__AGGICA
SCATCOCATAATA .-

sAa._A[TA

Motif ID
MAO0719.1
MAQ805.1
MA0803.1
MAO0801.1
MAO0806.1
MA1547 1
MAO143.4
MAO0084.1
MAQ807.1
MA0682.2
MA0693.2
MA1112.2
MAOQ071.1
MAO0752.1

MA1471.1

1.17
2.35
2.67
1.77
1.5
1.96

1.18

Raw score P-value

2.17e-11
8.08e-05
0.00788
0.0045
0.000486
3.63e-07
3.03e-08
6.6e-06
0.000104
0.000108
1.64e-05
0.00257
1.34e-05
0.00122

0.00129

In top
motifs
13 %

13 %
13%
12 %
1%
1%
10 %
10 %
10 %
9%
9%
9%
9%
9%
9%

Tabla suplementaria 1.- Principales 15 motivos enriquecidos en los genes regulados a la

alta; proteina de unién al motivo (Target); matriz de peso posicional (PWM); ID de motivo

enriquecido (Motif ID); puntuacion de probabilidad media de toda la secuencia (Raw score).
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Rank Target

1 SRY
2 SOX2
3 GSX1
5 RHOXF1
6 NKX6-2
9 FOXP3
9 HOXD9
13 SOX9
13 ISL2
13 PRDM4
17 FOXB1
17 SOX15
20.5 TBX1

205 DMRTA2

24 FOXL1

PWM

Motif ID
MAQ084.1
MAQ0143.4
MA0892.1
MAO0719.1
MA0675.1
MAO0850.1
MA0913.2
MAQO077.1
MA0914.1
MA1647.1
MA0845.1
MA1152.1
MAO0805.1
MA1478.1

MAQ033.2

Raw score P-value
1.89 3.37e-40
1.36 1.36e-26
1.24 3.06e-47
1.17 1.17e-14
1.31 1.31e-42
1.39 3.98e-31

2 1.08e-16
1.06 3.21e-22
1.13 2.68e-32
1.94 6.72e-11
3.96 3.92e-20
2.32 1.08e-27
2.08 6.18e-06
1.27 2.98e-30

1.64 247e-23

In top
motifs
11 %

1%
10 %
10 %
10 %
10 %
10 %
9%
9%
9%
9%
9%
9%
9%

9%

Tabla suplementaria 2.- Principales 15 motivos enriquecidos en los genes regulados a la

baja; proteina de unién al motivo (Target); matriz de peso posicional (PWM); ID de motivo

enriquecido (Motif ID); puntuacion de probabilidad media de toda la secuencia (Raw score).

Gene symbol logFC Gene symbol logFC
PPWD1 -1.74673 FAR1 -1.18089
ASPA -2.38374 CDK5RAP3 -1.2682
CERCAM -2.64305 CEP192 -1.24569
CAPN3 -1.6414 DAB2IP 0.867488
CCNL1 -1.22533 ENOSF1 -1.37294
SF3B1 -1.04891 PTPDC1 -0.85951
KLK6 -1.25203 RPAIN -0.69746
MOG -1.66031 SH3GL3 -0.88992
DOCK5 -1.4859 ZNF160 1.004679
ZNF655 -0.92153 TARDBP -0.74884
TRPM6 -1.77946 MAT2A -0.88305
COL4A5 -1.80606 PAIP2 -0.63903
WDR27 -1.11066 LENG8 -1.84767
DDX17 -1.15123 SHC4 -1.2934
RBM5 -1.13209 MAG -1.7351
CNDP1 -1.48373 RPS6KB1 -0.92281
AMPD3 -1.37171 CSAD -1.38553
MON2 -0.91273 METTL3 -0.91425
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NUDT9 -0.90822 FNBP4 -1.38006
ERBB3 -1.80742 ROCK1 -1.23578
CCDC66 -1.13418 TF -1.48793
PSME4 -0.99298 BACE1 -0.66799
PHF11 -1.24958 MOBP -1.19541
SEMA6D -0.92121 TMEMB98 -1.2169

HAPLN2 -1.95375 ABCA5 -0.88096
UTP6 -1.03125 EP400 -0.55188
TFAP2E -1.1159 EFS -0.81367

Tabla suplementaria 3.- Lista de los 54 genes de interés seleccionados con su respectivo

nivel de cambio de expresion (Fold Change)
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