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Resumen

El factor de crecimiento transformante beta (TGF-B) es una citocina
antiinflamatoria que interviene en la diferenciaciéon de las células T
reguladoras (Tregs), ademas de controlar una gran variedad de procesos.
La deficiencia de cada una de las tres isoformas (TGF-B1, TGF-B2 y TGF-
B3) genera fenotipos distintos, a pesar de sefalizar a través del mismo
receptor, probablemente debido a su capacidad de activar vias de
sefializacion diferentes. El objetivo del presente trabajo fue el disefio de
una estrategia para el estudio de la via de sefalizacion de TGF-B. Se
estandarizd la metodologia de edicién génica mediante la técnica de
CRISPR-Cas9 de la linea celular EL4 y se obtuvieron clonas deficientes en
los receptores I y II de TGF-B, y Smad3; moléculas participantes en la via
de senalizacién de TGF-B que permitan dilucidar las diferencias en la
cascada de sefializacidn de cada isoforma en el contexto de diferenciacion

de Tregs.

La manipulacion de la via de senalizacion de TGF-B mediante la regulacién
transcripcional de las moléculas participantes, podria representar una

innovacion terapéutica que intervenga con la funcionalidad de las Tregs.
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Lista de abreviaturas

GITR Receptor del factor de necrosis tumoral inducido por

glucocorticoides

CTLA-4  Antigeno 4 del linfocito T citotdxico

PD-1 Proteina de muerte celular programada 1
TCR Receptor de linfocitos T

MHC Complejo mayor de histocompatibilidad
GALT Tejido linfoide asociado a intestino

LAP Polipéptido asociado a latencia

MAPK Proteinas quinasas activadas por mitégeno
PI3K Fosfoinositol 3-quinasa

PP2A Proteina fosfatasa 2

SAPK/JINK Miembros de la familia MAPK
gRNA Guia de acido ribonucléico
Cas9 Endonucleasa de DNA

CRISPR Repeticiones palindrémicas cortas agrupadas y regularmente

espaciada

PPAX Fosfatasa

PMDG Polimetil-D-glutamato
shRNA RNA de horquilla corta

HDR Reparacion homologa directa

NHEJ Reparacion no homologa por unién de extremos

Pagina | 2



1. Introduccion

El sistema inmunoldgico es una red compleja de o6rganos, células y
moléculas, que en conjunto protegen al hospedero de microorganismos
patdgenos. Para mantener su homeostasis, son necesarios mecanismos
de regulacion, que supriman el desarrollo de la respuesta inmunoldgica y
permitan la generacidn de tolerancia, para evitar escenarios de
autoinmunidad e inflamacion excesiva (Dejaco et al., 2006).

Uno de los mecanismos encargados de modular la respuesta
inmunoldgica, es el desarrollo de células T reguladoras (Treg), linfocitos
T CD4*CD25* que expresan Foxp3 y se clasifican en células timicas o
periféricas, dependiendo de su lugar de diferenciacion. Su funcién
inhibitoria la ejercen ya sea mediante la interaccion célula-célula, donde
participan receptores inhibitorios como CTLA-4 y LAG3, la liberacion de
granzima B, el bloqueo metabdlico mediado principalmente por adenosina
o la secrecién de citocinas como IL-10, IL-35 y TGF-B. (Schmidt et al.,
2012).

El factor de crecimiento transformante beta (TGF-B), es una citocina
antiinflamatoria que interviene en la diferenciacién de las Treg y se ha
demostrado que ratones deficientes de ésta citocina o su receptor
desarrollan patologias autoinmunes. Existen tres isoformas de TGF- en
mamiferos (TGF-B1, TGF-B2 y TGF-B3), que sefalizan a través de los
mismos receptores (TGFBRI y TGFBRII). Sin embargo, existe evidencia
de una posible sefializacidon diferencial entre las isoformas dado que
ratones deficientes de los genes que las codifican, presentan fenotipos
distintos. Mientras que la ausencia de TGF-B1 estd relacionada a
patologias autoinmunes, los ratones deficientes en TGF-B2 y TGF-B3,
mueren en etapas embrionarias o perinatales. Ademas, existe evidencia

de que la estimulacién con TGF-B1 y TGF-B3 de células TCD4 genera
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programas transcripcionales diferentes. (Peralta, 2001; Poniatowski et al.,
2015)

Estos estudios en conjunto sugieren una funcionalidad especifica
dependiente de la isoforma de la citocina, la cual podria atribuirse a
diferencias moleculares en la via de sefalizacion que inducen. En
conjunto, estos datos nos llevaron a pensar que TGF-B1 y TGF-B3 podrian
jugar papeles fisioldgicos diferentes en la regulacién del sistema inmune,

en particular durante la diferenciacién de las Tregs.

TGF-B1 y TGF-B3 sefalizan a través de los mismos receptores de
superficie, pero transducen una sefial cualitativa y cuantitativamente
diferente. Eso sugiere que ambas isoformas de TGF- modulan en forma
diferencial vias de sefializacidn. Por lo anterior, el objetivo general de este
proyecto es disefiar un sistema genético que permita dilucidar el papel de
diferentes elementos de la via de sefalizaciéon de TGF-B y en particular
definir si existen elementos moleculares necesarios para la sefalizacidon

de cada isoforma de esta importante citocina.
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2. Marco teorico

La supresion y modulacidon de la respuesta inmunoldgica representa una
funcidén indispensable para evitar patologias autoinmunes. La presencia
de células reguladoras derivadas del timo y generadas en la periferia es
vital para mantener el equilibrio inmunolégico, siendo un tema
ampliamente debatido desde su redescubrimiento en 1995, donde
Sakaguchi y colaboradores, lograron una primera caracterizacion de las
células Treg. En su trabajo demostraron, en un modelo murino, que la
eliminacion de una poblacién de linfocitos CD4+CD25*, producia
autoinmunidad y que la reconstitucion de dicha poblacion prevenia su
desarrollo (Sakaguchi et al., 1995).

Una década después, se logro identificar el factor de transcripcidon
maestro que caracteriza a estas células conocido como Foxp3 cuya
induccidn en células T CD4+* virgenes esta mediada por TGF-B (Hori et al.,
2017). Sin embargo, las diferentes vias de sefializacion en las que TGF-

participa, no han sido del todo estudiadas.

Dado que se ha comprobado que la desregulacion de los mecanismos que
frenan la respuesta inmune como la deficiencia de TGF-B, genera
problemas autoinmunes, el interés por estudiar las Tregs aumenté por su
posible uso terapéutico (Amoura et al., 2014). Existen diversos estudios
que confirman la capacidad de las Tregs para prevenir el desarrollo de
autoinmunidad o promover tolerancia a tejidos trasplantados (Kohm et
al., 2010).
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2.1 Células Tregs

2.1.1 Caracteristicas fenotipicas de las Tregs

Las Treg son linfocitos T CD4*, que expresan constitutivamente la cadena
alfa del receptor de la citocina IL-2 (CD25) vy el factor de transcripcion
forkhead box P3 (Foxp3). En la actualidad, se han identificado diferentes
subpoblaciones involucradas en la regulacibn de la respuesta
inmunoldgica y comunmente se les clasifica en dos subtipos; naturales e
inducidas (Shevach, 2014).

Abbas y colaboradores en el 2013, propusieron una nomenclatura para
las subpoblaciones de Treg. 1) Las células derivadas de timo (tTreg), que
constituyen entre el 5 al 10% de linfocitos T CD4* en sangre periférica,
2) las generadas en la periferia (pTreg), que se clasifican a su vez en Trl
y Th3, cuya caracteristica diferencial es la secrecion de IL-10 y TGF-B
respectivamente; y 3) las células generadas in vitro bajo la estimulacién
con TGF-B (iTreg). (Abbas et al., 2013; Shevach & Thornton, 2014). Estas
ultimas, aunque son similares, presentan una pobre estabilidad, en la que

la metilacion del gen Foxp3 esta implicada (Boehmer et al., 2008).

Ademas, las Tregs presentan marcadores de superficie como el receptor
de la familia de TNFa inducido por glucocorticoides (GITR), CTLA4, CCR4
y niveles bajos de CD45RB y CD127. Especificamente, las tTreg presentan
una expresion mayor de PD-1, Nrp1, CD73 y Helios, lo que las distingue
de las demas poblaciones. (Davini et al., 2012; Lin et al., 2013; Shevach
& Thornton, 2014; Siachoque et al., 2013; Takahashi et al., 2000).
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Figura 1. Generacién de las células Treg. Flores Mendoza,

2020 (no publicado).

2.1.2 Células tTregs

Las tTregs representan del 5 al 10% del total de CD4"* en la periferia en
ratones y hasta un 2% en humanos, participan principalmente en
procesos de tolerancia, rechazo de tejidos trasplantados y alergias.
Experimentalmente se ha comprobado que su eliminacion en modelos

murinos genera el desarrollo de patologias autoinmunes (Shevach, 2014).

Estas células se generan en la médula del timo, ya que ahi se encuentra
un microambiente mas propicio para su desarrollo (Figura 1). Luego de
su maduracién, migran a la periferia para desarrollar sus funciones
(Curotto de Lafaille & Lafaille, 2009). Para clarificar el proceso de
generacidn de las tTregs en el timo, existe un modelo de dos pasos. En
este modelo, se expone que un timocito necesita, como primer paso, una
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seflal fuerte a través de su TCR, que resulte en un aumento de la
expresion de CD25 y otras moléculas de la via de sefializacién de IL-2 que
facilite la induccion de Foxp3 y por lo tanto, la estabilidad de las Tregs
(Lio & Hsieh, 2008).

La fuerza de sefalizacion del complejo TCR-MHC es uno de los factores
mejor estudiados y demostrados experimentalmente, que influyen en el
destino de una célula autorreactiva, ya sea la delecidon clonal o la
diferenciacion a Tregs, sin embargo, aun no se conoce el umbral de
afinidad y avidez necesario para la diferenciacién a Tregs (Aschenbrenner
et al., 2007; Jordan et al., 2002).

Finalmente, el nUmero de encuentros con el antigeno y la presencia de
sefales coestimuladoras, como CD28 y citocinas como IL-2, son también
importantes para el mantenimiento de las Tregs (Chen et al., 2012,
Workman et al., 2009).

Es importante mencionar que, aunque todos ellos son cruciales para un
desarrollo 6ptimo de las células, ninguno por si solo es instructivo, sino

gue en conjunto determinan el rumbo que tomara la célula.

2.1.3 Células pTregs e iTregs.

Existe otra poblacién de células reguladoras, que se genera fuera del timo,
a partir de células T CD4* virgenes Foxp3- en los nddulos linfaticos, bazo,
GALT vy tejidos inflamados, bajo estimulacidn antigénica in vivo, mediada
por antigenos presentes en la flora intestinal u otros alérgenos. Se
conocen como pTregs y surgen principalmente como una necesidad de
mantener un ambiente no inflamatorio en el intestino, participando en la

tolerancia inmune en las mucosas. Ademas, son importantes en el control
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de la inflamacion crénica severa y de la defensa contra tumores (Lin et
al., 2013; Shevach & Thornton, 2014).

Al igual que las células tTreg, diversos factores contribuyen a su
generacidn; tales como la especificidad del TCR, asi como la presencia de
moléculas coestimuladoras y citocinas en el microambiente necesarias
para el mantenimiento y estabilidad de las células (Tabla 1). En este caso,
el TGF-B se considera una citocina clave (Sanjabi et al., 2005; Schmitt &
Williams, 2013). Sin embargo, para el desarrollo de este subtipo celular
en comparacion con las tTregs, se necesita de una estimulacion de

activacion por su TCR menos fuerte (Workman et al., 2009).

Aunqgue pueden tener funciones complementarias con las tTregs, cada una
tiene distintos mecanismos de regulacién. Mientras que las células tTregs
suprimen directamente a las T efectoras, las pTregs necesitan de citocinas
para llevar a cabo su funcion (Lourengo & La Cava, 2011). Los principales
subtipos de pTregs son: Trl inducidas y secretoras de IL-10; Th3
inducidas y secretoras de TGF-B. Estas ultimas expresan Foxp3 (Workman
et al., 2009).

Por otro lado, la estimulacién in vitro de células T CD4* virgenes en
presencia de coestimulacion y TGF-B genera células supresoras que
expresan Foxp3 y se conocen como iTregs. Estas son menos estables en
cuanto a la expresién de moléculas asociadas a su funcion, pero en un
microambiente proinflamatorio logran una mejor regulacidon (Chen et al.,
2012; Li et al., 2010), a diferencia de las tTregs, en presencia de IL-6,
una citocina proinflamatoria, pueden diferenciarse a Th17 (Zheng et al.,
2014). Por lo tanto, las iTregs son de particular interés, debido a su
capacidad para contrarrestar deficiencias autoinmunes en tTreg,
generando tolerancia o restaurando la regulacion (Li et al., 2010; Schmitt
& Williams, 2013).
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Tabla 1. Caracteristicas diferenciales de las células tTregs y pTregs

nTregs pTregs iTregs
m Timo Periferia In vitro
Fenotipo CD4+*CD25*CD12 CD4*CD25 CD4*+*CD25*FOXP
e /CD4*CD25* 3*
Otros CTLA" CD45RB""Foxp3- CCR9
marcadores 4+*GITR*Foxp3*  /CD25'"w-
variableCD45RBI
owFoxp3*
CD28 CTLA-4 CD28
Estimulo CD3 CD3
TCR/CD28, IL-2  IL-10/TGF-B IL-2
TGF-B

Acido retindico
Papel en - || Supresion de Inmunidad en Inmunoterapia
sistema inmune células mucosas, (?)

autoreactivas respuesta

inflamatoria

Mecanismo -+ Contacto, IL-10/TGF-B TGF-B
supresion granzima B

(Chen et al., 2012; Curotto de Lafaille & Lafaille, 2009; Shevach, 2002)

2.2 Factor de transcripcion Foxp3

El gen Foxp3 estd localizado en la regidon cromosdmica Xp11.23, se
constituye por 11 exones que codifican una proteina de 431 aminoacidos.
Es un factor de transcripcion de la familia Forkhead, que se expresa

principalmente en tejidos linfoides y en células CD4+*CD25* (Sakaguchi et
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al., 2010). Foxp3, es un importante regulador de las Tregs, ya que
determina su funcién como supresoras de la respuesta inmunoldgica y
estudios realizados sugieren que las mutaciones en este gen, son las
causantes de linfocitos autoreactivos caracteristicos de multiples

enfermedades autoinmunes (Lee et al., 2014; Gonzalez et al., 2007).

Por ejemplo, en humanos, la pérdida de la funcién de Foxp3, causa el
sindrome de inmunodeficiencia, poliendocrinopatia y enteropatia, ligado
al X (IPEX), y en ratones, genera el modelo murino Scurfy, que se
caracteriza por la ausencia de Tregs (Rudensky et al., 2005). Se ha
comprobado que los efectos que conlleva la deficiencia de Foxp3 pueden
revertirse, mediante la introduccion de un vector que exprese dicho factor
de transcripcion (Masiuk et al., 2019; Wildin et al., 2000).

2.3 TGF-

El TGF-B es una citocina multifuncional encargada de regular Ia
proliferacion  celular. Ademds, estd implicada en procesos
hematopoyéticos, asi como en la adhesién, diferenciacion y apoptosis
celular.*

En mamiferos existen tres isoformas conocidas (TGF-B1, TGF-B2 y TGF-
B3), que contienen regiones altamente conservadas (71-80% de
similitud), son estructuralmente similares y cada una presenta distintos
patrones de expresion (Kubiczkova et al., 2012). Cada una es codificada
por un gen localizado en diferentes cromosomas, 19q13.1, 1g41, 14924,
respectivamente (Peralta, 2001; Poniatowski et al.,, 2015).
Estructuralmente son similares, sin embargo se ha encontrado que el
estado “abierto” o “cerrado” de la proteina se relaciona con su actividad
bioldgica. (Huang, 2014).

Las tres isoformas tienen una funcidn bioldgica similar, mas no idéntica,

ya que deficiencias de cada una en modelos in vivo, se asocia a diferentes
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fenotipos (Memon et al., 2008). No obstante, la sefalizacidon diferencial

entre las isoformas de la citocina, no ha sido estudiada con detalle.

Se piensa que los efectos bioldgicos de las diferentes isoformas de TGF-B
estan asociados a la disponibilidad de receptores presentes y a la via de
sefalizacion que estos inducen. Se han identificado dos diferentes tipos
de receptores TBRI y TRRII (Peralta, 2001).

El TGF-B1, la isoforma mas abundante, es sintetizado tanto por células
del sistema inmunoldgico como linfocitos y macréfagos, como por otros
linajes celulares, ya sea, fibroblastos, astrocitos, células epiteliales,
plaquetas y algunas células tumorales. Ratones deficientes de TGF-B1
desarrollan respuestas inflamatorias excesivas, necrosis celular y muerte
(Shull & Doetschman, 1994; Shull et al., 1992).

El TGF-B2, fue descrito por primera vez en células de glioblastoma, siendo
denominada factor supresor de células T derivado de glioblastoma (G-
TsF) y se expresa en tejido neural. Estudios in vivo en un modelo murino
sugieren que la eliminacion de TGF-B2 causa anormalidades
cardiovasculares, en el tracto urogenital y muerte neonatal (Huang,
Schor, & Hinck, 2014; Mohamad et al., 2012).

Finalmente, el TGF-B3 se expresa en células mesenquimales y se ha
descrito, en un modelo murino deficiente de dicha isoforma, una
deficiencia en el desarrollo de células pulmonares y muerte prenatal.
(Kaartinen et al., 1995). En modelos deficientes de TGF-B1/TGF-33
existen alteraciones en el sistema ocular (Dinker & Krieglstein, 2003). La
muerte prematura en modelos in vivo deficientes en las isoformas 1y 3,

ha dificultado su estudio.
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2.3.1 Papel en el sistema inmune

En el sistema inmunoldgico, el TGF-B cumple un papel crucial en la
regulacion y generacion de la tolerancia. Una de sus funciones bioldgicas
mas importantes, es la diferenciacién de las Tregs, mediante la induccién
de Foxp3; se ha demostrado en células humanas el poder de TGF-$ para
diferenciar hacia Tregs mediante la induccidon de Foxp3, lo cual ha sido
comprobado también en modelos murinos (Becker et al., 2014; Liu et al.,
2008; Wwildin et al., 2000). El dia de hoy sabemos que deficiencias en la
via de sefalizacién de TGF-B impiden la expresion de Foxp3 (Chen &
Konkel, 2010; Y. Liu et al., 2008).

2.3.2 Vias de senalizacion
La familia de TGF-B actua mediante dos tipos de receptores: TGFBRI que
es activado por TGFBRII. Ambos son cinasas de serinas y treoninas, que
se ensamblan en un complejo heterotetramérico en la superficie celular;
donde, ademas se encuentran dos correceptores que regulan el acceso de
la citocina; el receptor tipo III o betaglicano y la endoglina (Sanjabi et al.,
2005).

La via candnica de sefalizacién de TGF- depende de las proteinas Smad,
las cuales se dividen en tres subfamilias: 1) R-Smads, que se activan por
el receptor y son Smad2, Smad3, Smadl, Smad5 y Smad8; 2) Co-Smads
(Smad4), la proteina comun en las diferentes vias; y 3) las proteinas
inhibitorias I-Smads, que son Smad6 y Smad7 (Itoh et al., 2000).

El mecanismo de activacion empieza mediante la interaccidon de la citocina
con el receptor tipo II (TBRII), que promueve el reclutamiento y la
activaciéon del receptor tipo I (TBRI/ALK5), formando un complejo de dos
moléculas de cada receptor que induce la transduccion de sefales por las

proteinas Smad.
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Luego de la activacion del complejo de receptores, Smad2 y Smad3, que
actuan como factores de transcripcion, son fosforiladas, para luego formar
un complejo con Smad4. Este se transloca del citoplasma al nudcleo, para
regular la expresidon de genes blanco de TGF-B (Song Guo Zheng, Wang,
Gray, Soucier, & Horwitz, 2004).

Otras moléculas como LAP y decorina, modulan la via de sefalizacién
regulando el acceso de la citocina a sus receptores. Asi como también la
presencia de activadores o represores de la transcripcion y miRNAs,
tienen un papel importante en el control de la sefalizacién (Sanjabi et al.,
2005).

Existen ademas, otras vias de sefalizacién llamadas vias alternas, que
son activadas por los mismos receptores pero independientes de las
proteinas Smad, entre ellas se encuentran las vias de las MAPKs, PI3K,
PP2A, Ras, Rho, entre otras, de las cuales sus efectos no estan claramente
dilucidados (Figura 2) (Y. E. Zhang, 2009).

3. Informacion preliminar

En el laboratorio del Dr. Crispin Acuia, se comparé la capacidad de cada
isoforma de TGF-B para inducir la diferenciacion de iTregs. Se observo un
mayor porcentaje de células Foxp3+ cuando las células eran estimuladas
con TGF-B3. Ademas, se documenté que la exposicién de TGF- B3 induce
un perfil transcripcional diferente al de la exposicién con TGF- B1 (Datos

no publicados).

Por otra parte, la diferenciacién in vivo analizada mediante un ensayo de

tolerancia oral, arrojo resultados similares en donde la neutralizacién de
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TGF-B3 bloqued la induccidn de la tolerancia, lo que demuestra la
importancia de TGF-B3 para la generacién de las Tregs in vivo (Datos no

publicados).

En conjunto, estos datos sugieren que la isoforma 3 del TGF-B es mas
potente induciendo la expresion de Foxp3 y, por lo tanto, generando
Tregs. Asimismo, TGF-B3 es necesaria para la tolerancia oral en un
modelo murino, lo cual nos indica una diferencia funcional vy
transcripcional, entre las diferentes isoformas de TGF-B. Lo anterior,

sugiere que la activacion de las vias si bien es similar, no es idéntica.

Ya que no se conoce con precisidon cuales moléculas son indispensables
en la sefalizacion del TGF-B, que permiten la induccién de Foxp3 en
células T CD4+, se disefid este proyecto, en el que se planea la generacién
de una libreria genética que identifique genes participantes en la via de
sefializacion y permita eliminarlos en sistemas in vivo e in vitro, para
poder estudiar las diferencias entre las isoformas 1 y 3 de TGF-B y evaluar
su participacion en la diferenciacion de las Tregs en una linea celular de
linfocitos T CD4* murina (EL-4).

Comprender esta via, permitira proponer estrategias para su control a
futuro. El poder modificar la induccion de células Treg, manipulando la via
de sefalizacion de TFG-B, podria ser una estrategia terapéutica
importante en distintas enfermedades. Por ejemplo, regulando Ia
funcionalidad o existencia de las Tregs, tales como: induciendo la
tolerancia en el contexto de autoinmunidad o trasplantes, o inhibiéndolas
en el contexto de cancer, donde su inhibicion permitiria restablecer la

respuesta inmune contra el tumor.
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4. Hipotesis

La senalizaciéon de cada isoforma de TGF-B demostrara diferencias
cuantitativas y cualitativas que podran ser identificadas a través de la

delecién y/o el silenciamiento de moléculas especificas.
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5. Objetivo

5.1 Objetivo general

Disefar una estrategia genética que permita interrogar las vias de
sefalizacion activadas por TGF-B1 y TGF-B3, con el fin de identificar

moléculas clave para la sefializacion de cada isoforma.

5.2 Objetivos particulares

. Diseflar una libreria de genes involucrados en la sefalizacion de TGF-
Bl y TGF-B3.

. Definir la mejor estrategia de perturbacidon que permita analizar la
importancia de cada molécula en la sefalizacién de TGF-B1 y TGF-33.

. Estandarizar la metodologia en la linea celular EL-4.
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6. Metodologia

6.1 Diseiio de libreria
Identificacion de genes involucrados en las vias de sefalizacion de TGF-B

Se generd una lista con genes involucrados en la via de sefalizacion de
TGF-B, su asociacion funcional con la citocina y la referencia bibliografica
en la que se demostro su relacidén con la via de TGF-B, preferentemente

en un contexto inmunoldgico.

Para este fin, realizamos una busqueda manual de genes, mediante una
revision de diferentes plataformas en linea, donde se pueden consultar
esquemas de la via de sefalizacion de TGF-B con las moléculas hasta

ahora identificadas.

Una vez identificada la via de sefalizacion candnica (dependiente de
Smads) vy las vias no canodnicas (independientes de Smads), se procedid
a la busqueda de evidencia experimental sobre cada gen, donde se
expusiera su participaciéon en la regulaciéon de la via de TGF-B,

principalmente en la base de datos PubMed del NCBI.

Para la revision de las vias actualmente dilucidadas, se utilizaron las bases
de datos que se indican en la Tabla 2. Cada base proporciona de manera
visual e interactiva, diagramas de vias de sefializacion con las moléculas
involucradas. En estos esquemas, se visualizan receptores, ligandos,
inhibidores y factores de transcripcién de la via con sus respectivas
interacciones. Si bien existen genes que se encuentran en la mayoria, hay
algunas bases que difieren, ya sea presentando un mayor o un menor

numero de genes o interacciones nuevas.
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Se realizd una recopilacion de los genes obtenidos en todas las
plataformas y se depuraron los genes repetidos. Se seleccionaron

aquellos cuya evidencia de asociacion funcional con la via es mas robusta.

Entre las rutas comunes encontradas estan las vias dependientes de
Smads (TGF-B/activina y BMP) y las vias independientes como MAPK/ERK
y SAPK/JINK.

Tabla 2. Bases de datos utilizadas para la generacién de la libreria

génica

Base de datos Pagina web

KEGG PATHWAYS genome.jp/kegg/pathway.html

REACTOME reactome.org
CST PATHWAYS cellsignal.com/contents/science/cst-
pathways/science-pathways

PathCards pathcards.genecards.org/

WIKIPATHWAYS wikipathways.org

Busqueda de genes diferenciales entre TGF-B1 y TGF-B3

Ya que uno de los propésitos de la lista es identificar diferencias entre las

vias activadas por las isoformas 1 y 3 de TGF-B, se buscd, ademas,
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evidencia experimental donde se encontré una expresiéon o funcion

diferencial entre ellas.

En el 2012, Lee y colaboradores, demostraron una diferencia en cuanto a
la expresidon de genes en células T CD4 estimuladas con TGF-B1 y TGF-B3
mas IL-6, en el contexto de Th17, por lo tanto, a pesar de ser diferente
el sistema de estudio, se compararon los datos publicados y se afiadieron

algunos genes.

Busqueda de genes con posible feedback

Se buscé evidencia de genes rio abajo, que probablemente regulaban la
via de manera positiva o negativa, interaccionando con alguna proteina

efectora y se afiadieron a la libreria.

Clasificacion de genes

Se clasificaron los genes depurados con base en su naturaleza en seis
grupos; genes de las vias candnicas y alternas, genes de otros miembros
de la familia de TGF-B, genes que inhiben la via de sefalizacion, genes de
factores de transcripcidn, coactivadores y corepresores, miRNAs, y otros

genes.

6.2 Analisis de posibles estrategias de edicion génica a
utilizar: CRISPR vs. shRNA

El estudio de los genes y sus vias de sefalizacidon, se ha realizado durante
décadas, mediante la disrupcién de su funcionalidad y la evaluacién de
los fenotipos resultantes en diferentes modelos experimentales. Para

determinar la técnica éptima, que permita la disrupcién de los genes

Pagina | 20



involucrados en la sefalizacién de TGF-B en las condiciones posibles, se

comparé la técnica novedosa de edicidn génica CRISPR, con una técnica

mas comunmente utilizada: shRNA.

Los puntos que se tomaron en cuenta para su comparacion se enlistan en

la Tabla 3. Al finalizar la discusién, que se plantea mas adelante, se

concluyé el utilizar la técnica de CRISPR-Cas9.

Tabla 3. Comparacién de los métodos de CRISPR y RNA..

Fenotipo

Duracion del fenotipo

effects

Sitio de accion

Maquinaria

Transgenes

Aislamiento clonal

Nivel transcriptoma
Knockdown
Transitorio

Niamero de off-target :\it

Citoplasma

Enddgena

No necesario

CRISPR Cas9

Nivel DNA
Knockout
Permanente y

heredable

Medio. Puede disminuir
empleando Nickasa
(Satomura, 2017).
10-40%

Nucleo
Exdgena
gRNA, Cas9,

Necesario

De manera previa en el laboratorio, con el fin de estandarizar las

condiciones 6ptimas y verificar la funcionalidad del sistema, se generaron

las guias de Tgfbril, Tgfbr2, Smad2, Smad3, Jun y Fos, ademas de clonas

editadas deficientes del receptor I, II y Smad3.
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6.3.3 Estandarizacion de la metodologia para la edicion

génica de una linea celular murina.

6.3.1. Cultivo celular
Linea celular y condiciones de cultivo

Se utilizé la linea celular EL-4, linfocitos T CD4* generados a partir de un
linfoma murino (Mus musculus), que expresan Foxp3 cuando son
estimulados en presencia de TGF-B (Ogawa et al., 2014; Tone et al.,
2008). En todos los casos las células fueron mantenidas a 37°C para su
expansion en una atmédsfera de CO2 al 5%. El medio de cultivo empleado
fue RPMI con SFB al 10%.

Almacenamiento y conservacion

La conservacién de la linea celular, se realizd congelando alicuotas de 1

mL de células EL-4 con DMSO, un criopreservante en relacion 1:10.

En caso de expansidn, los viales se descongelaron en un bano a 37° C, se
realizaron 2 lavados con PBS estéril, se reconstituyd el botdn celular en
medio RPMI y se depositd en un frasco de cultivo. El medio se revisé cada

48 h aproximadamente para cambio de medio.

6.3.2 Clonacion
Construccion de guias

Cada par de oligonucleétidos (100 uM) fue alineado con la enzima T4 PNK
y ligado con 5 pg del plasmido lentiCRISPRv2 (Addgene #49535)
previamente digerido con BsmBI por 30 min a 37°C y purificado con

Zymoclean Gel DNA Recovery Kit.
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Generacion de gRNA

Utilizando la plataforma CHOPCHOP, una herramienta en linea que facilita
la generacion de secuencias blanco. Con base en sus valores de eficiencia
se disefiaron RNAs guia para los genes Tgfbrl (exén 3 y 4), Tgfbr2 (exon
1y 4),Jun (exén 1y 1.1), Fos (exén 1y 3), Fosb (exén 3 y 4), Smad 2
(exén 3y 4) y Smad 3 (exén 2 y 3).

Fosforilacion y alineacion de oligonucledtidos

Se reconstituyeron a una concentracién final de 100mM y se utilizd 1 puL
de cada oligonucleédtido. Se incubaron por 30 min a 37°C. Posteriormente,
10 min a 95°C con la enzima PNK y la DNA ligasa T4. Finalmente, se
diluyeron 1:200 con ddH>O0.

Purificacion de plasmido

El plasmido lentiCRISPR contiene un gen que codifica para la proteina Cas9,
genes de resistencia a la ampicilina y puromicina y sitios de corte para BsmBlI.

Se digirieron 5ug de plasmido con la quinasa PNK y CIP por 30 min a 37°C.

El producto de la digestién se dejé 3 horas en el termociclador a 37°C,
para luego correr la muestra con 10 pl de Loading Buffer en un gel de

agarosa al 1% y bromuro por 45 mina 110 V.

Posteriormente, se observo el gel en luz UV y se cortd la banda pesada

de aproximadamente 11 kb.

Se purificd el plasmido lentiCRISPR siguiendo el protocolo Zymoclean Gel
DNA Recovery Kit Cat. No. D4008. Se cuantificé la concentracion en ng/u

utilizando el programa NanoDrop.
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Ligacion
Se ligaron 50.0 ng del plasmido con 1 pl de los oligonucledtidos (1:200)
a 37° C por 10 min utilizando Quick Ligase.

Transformacion de bacterias

3.0 ul del producto de ligacién, se mezcld en hielo con 1.5 ml de bacterias
competentes Top10 por 30 min y se sometieron a un choque térmico a
12 °C por 40 s. Luego de esto, se sembré en una placa de Agar LB con

ampicilina.

Seleccion de clonas resistentes a ampicilina

Las colonias que crecieron en las placas, se sembraron en medio liquido
LB con ampicilina, y se dejaron en agitacion 16 h a 37°C para su
expansion. Se realizd miniprep siguiendo el protocolo PureLink HiPure
Plasmid Miniprep Kit Cat. No. K210002.

Secuenciacion y analisis

Se aplicé la técnica de secuenciacion de Sanger en los equipos del
Instituto de Ciencias Gendmicas (INMEGEN), 20 ul de producto de ligacién

a una concentraciéon de 100 ng/ul.

El resultado de la secuenciacion de analizd utilizando los programas
SeqScanner para la visualizacion de electroferogramas y SerialCloner con
el que se verificd la correcta alineaciéon de la guia correspondiente con el

producto de ligacién.
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6.3.3 Transduccion de células EL-4

Se utilizaron células adherentes HEK293T a una confluencia del 60 al 80%
expandidas en medio DMEM. Luego de lavar con PBS estéril, se

resuspendieron en medio Optimem.

Para la generacion de los lentivirus, se incubd por 30 min 5 ug de DNA
lentiviral, 3.25 yl de PPAX, 1.75 pl de PMDG y 15 pl de lipofectamina con
100 pl de medio Optimem.

El producto se colocd gota a gota en las placas con 2 ml de células HEK.
Se dejaron incubando 24 h a 37°C. A las 24 h se cambid el medio a DMEM
y se dejaron incubando con las condiciones mencionadas. Luego de 24 h,
se recolecto el sobrenadante que contiene los virus. Se dejd incubando a
4°C.

Al transcurrir las siguientes 24 h, se centrifugaron, decantaron y se afiadié
PEG 1X para dejar incubando en el cuarto frio toda la noche. Finalmente,
se centrifugaron y el pellet con 100 pl de medio, se resuspendié en 500
Ml de PBS estéril. Los 600 pl resultantes se dividieron en tubos Eppendorf

conteniendo 100 pl cada uno.

6.3.4 Ensayo de expresion de Foxp3
Curva de puromicina

En una placa de 48 pozos, se cultivaron 500,000 células en 1 ml de medio
RPMI con distintas concentraciones de puromicina (1, 3, 5, 7, 10 y 13
Mg/ml). A las 48 h se conté el nimero de células en la camara de
Neubauer, se cambié el medio y se agregd de nuevo la puromicina. A las
72 y 96 h, se contaron las células vivas para identificar la concentracién

mas baja que mata a la mitad de la poblacién celular.
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Infeccion

Se mezcld 1 pl de Polibene 1000X con los 100 pl del tubo con lentivirus.
Dicha mezcla se afiadié a pozos de una placa de 48, que contenian 1ml

de células EL-4 a una concentracién de 5x107 células por ml.

Seleccion de clonas resistentes a puromicina mediante FACS

Se administraron dos dosis de puromicina 5 pg/ul separadas por 48 h
luego de la infeccidon. 96 h después se separaron las células vivas o

resistentes a la puromicina.

Se utilizd Sytox Orange Dead Cell Stain para sortear células EL-4
previamente infectadas y seleccionadas con puromicina. En el equipo
FACS (Fluorescence-Activated Cell Sorter), ubicado en el Instituto
Nacional de Enfermedades Respiratorias (INER), se sorted una célula por

pozo en una placa de 96.

Expansion y mantenimiento de las clonas

Los conglomerados de células correspondientes a las clonas editadas
observados en los pozos de la placa de 96, se pasaron a placas de 48 con
nuevo medio y se analizé por PCR y electroforesis en un gel de agarosa
al 1.5%, la delecidn del gen correspondiente a la guia que se transfectd,

lo cual se visualizé mediante la ausencia de banda con respecto al control.
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7. Resultados y discusion
7.1 Diseiio de libreria

Se diseid una base con 150 genes involucrados en la via de sefalizacién

de TGF-B, participantes tanto en la via candnica como en vias alternas.

En cuanto a la via candnica, TGF-B actla mediante dos tipos de
receptores: TGFBRI que es activado por TGFBRII, ambos quinasas de
serinas y treoninas. La via candnica de sefalizacion depende de las
proteinas Smad, también incluidas en la lista. El mecanismo de activacién
empieza con la interaccion de la citocina con el receptor tipo II, que
promueve el reclutamiento y la activacién del dominio cinasa del receptor
tipo I, lo que forma un complejo heterotetramérico, que consta de dos
moléculas de cada receptor en la superficie. Tras la activacion del
complejo, Smad2 y Smad3 son fosforiladas, lo que promueve la formacion
del complejo con Smad4, que se transloca del citoplasma al nucleo, para

regular la expresién de genes blanco de TGF-B.

A pesar de ser Smad2 y Smad3 las principales proteinas activadas, la
citocina también es capaz de activar Smad1 y Smad5 a través del receptor
tipo II, motivo por el que se anadieron al grupo de genes de la via

candnica y vias alternas.

Para las vias alternas, se afiadieron los genes involucrados en las vias
independientes a las proteinas Smad, como lo son MAPKs, PI3K, PP2A y
Ras, dado que pueden ser diferencialmente activadas por cada isoforma

de la citocina.

Ademas, existen otros receptores pertenecientes a la misma familia
capaces de senalizar mediante TGF-B y otras moléculas que modulan la

via de sefalizacion ya sea positiva o negativamente mediante la
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interaccién con los receptores u otras proteinas participantes de la via,

inclusive secuestrando la propia citocina.

Por ejemplo, LAP, decorina y alpha2-macroglobulina son moléculas
solubles que al acoplarse con TGF-f3 regulan el acceso a sus receptores, o
las proteinas Ski, SnoN, Smurfl y Smurf2 capaces de inhibir a las

proteinas Smad.

Finalmente, otro grupo que se considerd importante dentro de la

clasificacion, fue el de miRNAs.

Los microRNAs, mejor conocidos como miRNAS son moléculas de RNA
enddgenas, de cadena sencilla, con una longitud entre 19 y 22
nucledtidos, y no codificantes, y se encargan de la regulacién
postranscripcional de genes. Mediante proteinas como DROSHA, DICER y
el complejo RISC, inhiben la expresidon de los genes que regulan. Se ha
estudiado la relacion entre miRNAs y el fenotipo y estabilidad de las
células Tregs en funcion de su expresiéon de Foxp3, por lo que se

incluyeron algunos de los ya dilucidados.

En la Tabla 4, se encuentran enlistados los genes mencionados junto con
su mecanismo relacionado a la sefalizacién de TGF-B y clasificados en

grupos dependiendo su naturaleza.

Se clasificaron en los siguientes rubros: genes de la via candnica; genes
de las vias alternas conocidas; genes de otros miembros de la
superfamilia de TGF-B; factores de transcripcién con sus coactivadores;

y, corepresores, inhibidores en general de la via, miRNAs y otros.
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Tabla 4. Libreria de genes involucrados en la sefalizacion de TGF-B.

GEN PRODUCTO

MECANISMO

REFERENCIA

Genes de las vias candnica y alternas

AKT Serine/Threonine
Kinase 1

Mitogen-Activated
Protein Kinase Kinase 1
Mitogen-Activated
Protein Kinase Kinase 2
Mitogen-Activated
Protein Kinase Kinase 3
Mitogen-Activated
Protein Kinase Kinase 4
Mitogen-Activated
Protein Kinase Kinase 6
Mitogen-Activated
Protein Kinase Kinase
Kinase 1
Mitogen-Activated
Protein Kinase Kinase
Kinase 2
Mitogen-Activated
Protein Kinase Kinase
Kinase 7
Mitogen-Activated

Protein Kinase 1

Regula
expresion  de
Foxp3

Activa Erk 1/2;
Estabiliza RII
Activa Erk 1/2
Activa p38
MAPK

Activa JNK
Activa p38
MAPK

Activa via MAPK

Activa via MAPK

Activa via MAPK

Induce
pSmadl/5/8

(Remy et al.,
2004)

(Chen et al,,
2011)

(Xie et al,,
2004)

(Huber et al,,
2008)

(Bao et al,,
2016)

(Huber et al.,
2008)
(Hammaker et
al., 2004)

(Hammaker et
al., 2004)

(Sato et
2006)

al.,

(Hayashida &
Schnaper,
2003)
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MAPKS8

PARD3

PARDG6

Mitogen-Activated

Protein Kinase 10

Mitogen-Activated
Protein Kinase 14

Mitogen-Activated
Protein Kinase 3

Mitogen-Activated

Protein Kinase 8
Mitogen-Activated
Protein Kinase 10
Mechanistic Target Of
Rapamycin Kinase
Par-3 family cell
polarity regulator
Par-6 family cell
polarity regulator alpha
Phosphatidylinositol-
4,5-Bisphosphate  3-
Kinase Catalytic
Subunit Alpha

Rac Family Small
GTPase 1

Regula
expresion  de
Foxp3
Regula
expresion  de
Foxp3
Induce de
pSmadl1l/5/8
Regula
expresion  de
Foxp3
Regula
expresion  de
Foxp3
Regula
expresion de
Foxp3
Unién
PARDG6

Union con RI

con

Regula
expresion  de

Foxp3

Regula via de
JNK

(Bao et al.,
2016)
(Huber et al,,
2008)
(Luo et al.,
2008)
(Bao et al,,
2016)
(Bao et al,,
2016)
(Sauer et al,,
2008)
(Ruan et al,,
2017)
(Ruan et al,,
2017)
(Sauer et al,,
2008)

(Meriane et al.,
2002)
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Ras homolog family

member A

Rho Associated Coiled-
Coil Containing Protein
Kinase 1

SMAD family member
1

SMAD family member
2

SMAD family member
3

SMAD family member
5

SMAD family member
8

TGF-Beta Activated
Kinase 1 (MAP3K7)
Binding Protein 1

TGF-Beta Activated
Kinase 1 (MAP3K7)

Binding Protein 2
Transforming growth
factor, beta receptor 1
Transforming growth
factor, beta receptor 2
Transforming growth

factor, beta receptor 1

del
de

Estabiliza
complejo
receptores
Estabiliza
Smad?2

Inhibe
transcripcion
Promueve
trnascripcion
Promueve
transcripcion
Inhibe
transcripcion
Inhibe
transcripcion
Activa Tak1l

Activa Tak1

Activa Smad2/3

Activa Smad2/3

Promueve la

sefalizacion

(Chen
2006)

et al.,

(Jiet al., 2014)

(Tsukamoto et

al., 2014)
(Hasegawa et
al., 2010)
(Hasegawa et
al., 2010)
(Du et al,
2018)

(Du et al.,
2018)

(Kim et al.,
2009)

(Kim et al.,
2009)

(Li et al., 2011)

(Ramalingam
et al., 2012)
(Ortega et al,,
2017)
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TNF
Associated Factor 4
TNF

Associated Factor 6

Receptor

Receptor

ACVLR1 Activin A Receptor Like
Type 1

ACVR1 Activin A Receptor
Type 1

ACVR1B Activin A Receptor
Type 1B

ACVR1C Activin A Receptor
Type 1C

ACVR2A Activin A Receptor
Type 2A

ACVR2B Activin A Receptor
Type 2B

Anti-Mullerian
Hormone

Anti-Mullerian

Hormone Receptor
Type 2
Bone  Morphogenetic
Protein 2
Bone  Morphogenetic
Protein 4
Bone  Morphogenetic

Protein 5

Inhibe Smuf2

Degrada RI

Induce de
pSmad 1/5/8
Induce

pSmad 1/5/9

Induce

de

de
pSmad 1/5/10
de
pSmad 1/5/11
de
pSmad 1/5/12
de
pSmad 1/5/13
de
pSmad 1/5/14
de
pSmad 1/5/15

Induce

Induce

Induce

Induce

Induce

Activa via Smad

1/5/8

Activa via Smad

1/5/8

Activa via Smad
1/5/8

(Zhang et al.,
2013)
(Sorrentino et
al., 2008)

Genes de otros miembros de la familia de TGF-p

(Mummery et
al., 2003)
(Rigueur et al.,
2015)
(Rigueur et al.,
2015)
(Rigueur et al.,
2015)
(Jung
2004)
(Jung
2004)
(Beck
2016)
(Beck
2016)

et al.,

et al.,

et al.,

et al.,

(Lu et
2010)
(Lu

2010)
(Holtzhausen
et al., 2014)

al.,

et al,
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BMPSA

BMPS8B

BMPR1A

BMPR1B

Bone  Morphogenetic
Protein 6

Bone  Morphogenetic
Protein 7

Bone  Morphogenetic
Protein 8a

Bone  Morphogenetic
Protein 8b

Bone  Morphogenetic

Protein Receptor Type
1A
Bone  Morphogenetic
Protein Receptor Type
1B
Bone  Morphogenetic
Protein Receptor Type
2

Inhibin Subunit Beta A

Inhibin Subunit Beta B

Inhibin Subunit Beta C

Inhibin Subunit Beta E

Activa via Smad
1/5/8
Activa via Smad
1/5/8
Activa via Smad
1/5/8
Activa via Smad
1/5/8
Activa via Smad
1/5/8

Activa via Smad
1/5/8

Activa via Smad
1/5/8

Forma
Activina/Inhibin
a

Forma
Activina/Inhibin
a

Forma
Activina/Inhibin
a

Forma
Activina/Inhibin

a

(Holtzhausen
et al., 2014)
(Holtzhausen
et al., 2014)
(Holtzhausen
et al., 2014)
(Holtzhausen
et al., 2014)
(Rahman et al.,
2015)

(Rahman et al.,
2015)

(Rahman et al.,
2015)

(Huber et al.,
2009)

(Canali et al.,
2016)

(Kristensen et
al., 2014)

(Kristensen et
al., 2014)
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BAMBI

CuL1l

Genes inhibidores de la senhalizacion

Activin
Membrane Bound
Inhibitor
Chordin
Cullin 1
Decorin

FK506 binding protein

Histone deacetylase 5

Interferon Gamma

KLF14 Krippel-like factor 14
KLF2 Krippel-like factor 2

Left-Right

Determination Factor 1

LEFTY

LTBP1

Latent
Growth

Transforming

Factor Beta

Binding Protein 1

Inhibe la via

Inhibicion  de
via BMP

Degrada Smad3
Unién con

citocina

Recluta
Smad7/Smurf
Regula
activacion
Regula niveles
de Smad7

Silencia RII

Induce Smad7

Impide la
fosforilacién de
R-Smad
Secuestra

citocina

(Onichtchouk

et al., 1999)

(3. li Zhang et

al., 2008)

(T. Abbas et
al., 2013)

(X. Li,
McFarland, &
Velleman,
2006)

(Chen et al,,
1997)

(Xiao et al,,
2016)

(Ishida et al.,
2004)

(Truty et al,,
2009)

(Boon et al,,
2007)

(Ulloa &
Tabibzadeh,
2001)
(Tritschler et
al., 2009)
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MTMR4

NBL1

NEDDA4L

PPP1CA

PRDM16

Myotubu

larin related

protein 4
NBL1, DAN Family BMP
Antagonist

Neural

precursor cell

expressed,

developmentally

down-regulated 4-like

Neural

precursor cell

expressed,

developmentally

down-regulated 8

Noggin

3-Phosphoinositide

Dependent

Kinase 1

Prostate

Protein

transmembrane

protein,
induced
Protein

Mg2+/M

androgen
1
phosphatase,
n2+

dependent, 1A

Protein phosphatase 1,

catalytic

subunit, alpha

PR/SET Domain 16

Desfosforila
Smad2/Smad3

Antagonista

Degrada TGFBR

Degrada TGFBR

Inhibe via BMP

Complejo con
STRAP
Secuestra
Smad3/Smad?2

Desfosforila
Smad2/Smad3

Inhibe RI

Inactiva Smad3

(J. Yu et al,
2010)
(Hung et al,,
2012)
(Gao et al,,
2009)
(Zuo et al,,
2013)

(Haudenschild
et al., 2004)
(Seong et al,,
2005)

(Fournier et al.,
2016)

(Lin et al.,
2006)
(Liu & Feng,
2010)

(Zazzo et al.,
2013)
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Ring-Box 1

S-Phase

Associated Protein 1

Kinase

SMAD family member

N

SMAD family member

(o)

SMAD family member

N

SMAD E3
ubiquitin protein ligase
1
SMAD E3
ubiquitin protein ligase
2

Serine/threonine

specific

specific

kinase receptor
associated protein

STIP1 homology and
U-box

protein 1, E3 ubiquitin

containing

protein ligase
Teratocarcinoma-
Derived Growth Factor
1

STRAP

Tumor Necrosis Factor

Degrada Smad3

Degrada Smad3

Feedback
positivo
Inhibe
1/5/8
Inhibe
2/3
Degrada Smad
7

Smad

Smad

Degrada Smad
4

Estabiliza unidn
de Smad7 con
RI / degrada RII
Degrada Smad3

Uniodn con
citocina
Disminuye
expresion de
RII

(Fukuchi et al.,
2001)

(Wang et al,,
2015)

(Du et al.,
2018)

(Ishida et al.,
2000)

(Ishida et al.,
2000)
(Fukunaga et
al., 2008)
(Fukunaga et
al., 2008)
(Datta &

Moses, 2000)

(Shang et al,,
2014)

(Gray et al,,
2008)

(Yamane et al.,
2003)
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Ubiquitin carboxyl-
terminal hydrolase L5

Ubiquitin specific

peptidase 15

Cbl Proto-Oncogene

CREB-binding protein

E1A Binding Protein
P300
Fos
AP-1
Factor Subunit

Proto-Oncogene,

Transcription

FosB Proto-Oncogene,
AP-1

Factor Subunit

Transcription

FOS Like 1, AP-1
Transcription Factor
Subunit

FOS Like 2, AP-1
Transcription Factor
Subunit

Jun  Proto-Oncogene,

AP-1

Factor Subunit

Transcription

Jun B proto-oncogene

Genes de factores de transcripcion, coactivadores y

corepresores

Uniéon Smad?7 (Wicks et al.,,
2005)
Estabiliza RI (Eichhorn et
al., 2012)
Degrada Smad7 (Gruber et al,,
2013)
Cofactor de (Inoue et al.,
Smad 2007)
Interactia con (Inoue et al.,
Smad3 2007)
Interactia con (Wang et al,,
Smad4 2016)
Interactia con (Wang et al.,
Smad5 2016)
Interactia con (Y. Zhang et
Smad6 al., 1998)
Interactia con (Zhang et al.,
Smad7 1998)
Feedback (Verrecchia et
negativa al., 2001)
Feedback (Verrecchia et
negativa al., 2001)
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Nuclear receptor Inhibe Smad4 (Wu et al.,
W corepressor 1 2003)
Nuclear receptor Inhibe Smad4 (Wu et al.,
“ corepressor 2 2003)
Runt Related Regula (Rudra et al,,
Transcription Factor 1  expresion  de 2009)
Foxp3
SKI Proto-Oncogene Codifica a (Liu et al,
correpresor 2001)
SNON
SKI-like proto- Correpresor (Tecalco-Cruz
“ oncogene et al., 2012)
TGIF1 TGFB-induced factor Correpresor (Hneino et al.,
- homeobox 1 Smad 2012)
TGIF2 TGFB-induced factor Correpresor (Melhuish et
- homeobox 2 Smad al., 2001)
Zinc Finger Protein 451 Correpresor (Feng et al,,
W Smad 2014)
Micro RNA 100 Inhibe Smad2/3 (Hippen et al.,
e iiast Micro RNA 146B Inhibe Traf6 (Hippen et al.,
Micro RNA 15-16 Inhibe MTOR (Hippen et al.,
miR-17 Micro RNA 17 Inhibe RII (Hippen et al.,
Micro RNA 210 Inhibe Foxp3 (Hippen et al.,
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Micro RNA 24

Inhibe Foxp3

Otros genes

(Hippen et al.,
2018)

ADAM10

ADAM17

ARHGEF1

Disintegrin and Activa citocina

metalloproteinase
domain-containing
protein 10

Disintegrin and
metalloproteinase
domain-containing
protein 17

Adaptor Protein
Phosphotyrosine
Interacting with PH
Domain

Adaptor Protein
Phosphotyrosine
Interacting with PH
Domain and Leucine
Rho/Rac Guanine
Nucleotide Exchange
Factor 18

Rho/Rac Guanine
Nucleotide Exchange
Factor 2

Activating
Transcription Factor 2
Activating

Transcription Factor 2

Activa citocina

Complejo
RI

Complejo
RI

con

con

Recluta RhoA

Recluta RhoA

Coopera
Smad3
Coopera
Smad3

con

con

(Ramdas et al.,
2013)

(Malapeira et
al., 2011)

(Song et al,,
2016)

(Song et al,,
2016)

(Tsapara et al.,
2010)

(Tsapara et al.,
2010)

(Ionescu et al.,
2003)
(Mallano et al.,
2016)
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Antigen

Endoglin

FKBP1A FK506 Binding Protein

1A

FST

Follistatin

Growth Differentiation

ITGB3 Integrin Subunit Beta 3
ITGB5 Integrin Subunit Beta 5
ITGB6 Integrin Subunit Beta 6
ITGBS Integrin Subunit Beta 8
KLF10 Krippel-like factor 10
MDS1 And EVI1
Complex Locus
Multiple endocrine
neoplasia I
w e

Metallopeptidase 2

Promueve
degradacién de
receptores
Activa via Smad
Unién con
receptores
Neutraliza
Activinas, BMP,
TGFb3

Fosforila
Smad2/Smad3

Activa citocina

Activa citocina

Activa citocina

Activa citocina

Inhibe Smad?7,

induce Smad2

Inactiva Smad3

Regula Smad3

Activa citocina

(Bizet et al.,
2011)

(Lee et al,,
2008)

(Chen et al,,
1997)

(Nogai et al.,
2008)

(Pangas et al.,
2004)
(Rapisarda et
al., 2017)
(Tatler et al.,
2011)
(Aluwihare et
al., 2009)
(Worthington
et al., 2015)
(A. Memon &
Lee, 2018)

(Di Zazzo et al.,
2013)
(Kaji et
2001)
(Annes et al.,
2003)

al.,
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Matrix

Metallopeptidase 9

PARP1 Poly (ADP-ribose)
polymerase 1

PTPN14 Protein Tyrosine
Phosphatase, Non-

Receptor Type 14
Ras homolog family
member B

Ring finger protein 111

Arcadia
SIRT1 Sirtuin 1
Spl transcription
factor
Spl transcription
factor
Spry domain-
containing Socs box
protein
Tafazzin
TRIM33 Tripartite motif
- containing 33
Thrombospondin 1
Ubiquitin specific
w peptidase 9, X-linked

Activa citocina

Se une a
receptores
Regula
translocacion

de Smad4
Reprime RII

Degrada Smad7

Activa via Smad

Regula
expresion de R

Unién con Spil

Ubiquitinacion
de RII

Regula
complejo
Smad2/3/4
Forma complejo
con Smad2/3

Activa citocina

Deubiquitina
Smad4

(Annes et al.,
2003)
(Zhang et al.,
2013)
(Wyatt et al.,
2007)

(Adnane et al.,
2002)
(Malonis et al.,
2017)
(Kume et al,,
2007)
(Baugé et al.,,
2011)
(Ihn et al.,
2006)
(Liu et al,,
2015)

(Varelas et al.,
2008)

(Massagué &
Xi, 2012)
(N6r et al.,
2005)
(Eichhorn et
al., 2012)
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Vasorin Union con (Malapeira et

ADAM7/10 al., 2011)
Zinc Finger FYVE-Type Regula (Runyan et al.,
Containing 9 Smad2/Smad3 2009)
Zinc Finger Protein 451 Estabiliza (Feng et al,,
receptores 2014)

La cantidad total de genes que pueden involucrarse en la sefializacién de
TGF-B es muy extensa; sin embargo, solo se incluyeron los mas
relevantes para cada grupo. Aunque la supresidon de la mayoria resulta,
como se puede verificar en sus referencias, en un efecto a nivel de sistema
inmune, los efectos de algunos de ellos han sido estudiados en otros
modelos. Cabe mencionar, que lo anterior no excluye la posibilidad de que
exista alguna relacidon con los procesos inmunoldgicos que aun no han
sido estudiados, sobre todo en el contexto de la diferenciacion de las Tregs

dependiente de la isoforma de TGF-.

Finalmente, se realizd6 un esquema visual de la via de sefalizacion que

relaciona los 150 genes enlistados como se muestra en la Figura 2.

7.2 CRISPR como estrategia para el estudio molecular de la
via de senalizacion de TGF-B

Esta nueva herramienta de ingenieria genética, es un sistema descrito en
bacterias y arqueas como un mecanismo de defensa inmune adaptativo.
Existen hasta ahora tres tipos de sistema CRISPR identificados; I-III, de
los cuales, el sistema tipo II ha sido el mejor caracterizado y estd
compuesto por; genes “Cas” que codifican para la proteina Cas9, una
endonucleasa capaz de dirigirse a cualquier secuencia blanco que cuente

con un motivo conocido como “PAM”, una guia (gRNA) y una secuencia
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de repetidos. El proceso incluye la incorporacién del material genético de
bacteriéfagos o plasmidos, reconocimiento especifico y degradacion de la
secuencia extrafia mediante el complejo gRNA:Cas9. Asi es como esta
técnica permite la edicion génica, lo que facilita enormemente la
evaluacién molecular en sistemas bioldgicos.

En la actualidad, existe una amplia variedad de modificaciones en la
metodologia que aumentan la eficiencia del método (Jinek et al., 2012;
Ran et al., 2013).

Por otro lado, el RNA de interferencia (RNAi) es un proceso natural en
eucariontes, que se encarga de la regulacidon de la expresidon génica a
nivel post-transcripcional. Este mecanismo emplea el complejo de
silenciamiento inducido por el RNA (RISC), que es el encargado de
silenciar los mMRNA complementarios a la hebra antisentido de los shRNA
transfectados, de manera exdgena o los miRNAs propios de la célula.
(Mohr et al., 2014; Ortiz-Quintero, 2009)

Ambas tecnologias tienen similitudes. Sin embargo, existen ventajas vy

desventajas, con base en las que se puede tomar una decisidén

dependiendo de los resultados que se busca obtener.
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Figura 2. Esquema global de las interacciones de los 150 genes descritos en la libreria génica.

| 44

agina

P



En el nucleo, CRISPR causa mutaciones directamente en el gen que
codifica la proteina. Por otro lado, el RNAi actua en el citoplasma y
unicamente disminuye la expresién del gen. Lo anterior, no asegura la
pérdida de funcionalidad de la proteina. Por otro lado, una desventaja de
eliminar un gen, es que se podria afectar la viabilidad celular si este
pertenece a una via de sefalizacién esencial para la célula. Sin embargo,
no siempre es asi, ademas para algunas existen vias alternas que podrian

compensar la deficiencia del gen ausente.

En cuanto a la duracién del efecto, una ventaja de CRISPR sobre RNAI, es
la permanencia y heredabilidad del resultado, lo cual es necesario, si se

quiere mantener el fenotipo en las células editadas.

Otra caracteristica que vale la pena resaltar, es que la técnica de RNAi es
la mas usada, ya que no se requiere de maquinaria adicional, dado que
las células cuentan con las proteinas necesarias para llevar a cabo el

proceso, Unicamente es necesaria la transfeccion del shRNA.

En contraste, para CRISPR, es necesario un sistema exdgeno y la
secuencia PAM, ademas del gRNA. Otro punto que complica ésta técnica,
es la validacién del silenciamiento resultante. Mientras que para RNAI,
basta con un ensayo de enriquecimiento con proteinas fluorescentes
transfectando un vector que exprese el shRNA y la proteina que permita
diferenciar a las células transfectadas; para CRISPR, es necesaria la
expansion clonal, la seleccién de células y la secuenciacién (Boettcher &
McManus, 2015; Mohr et al., 2014).

La especificidad del sistema y el niumero de off-targets son rubros
importantes para considerar. Mientras que RNAi presenta un mayor
numero de off-targets, debido a complementariedad en la regiéon UTR con
otros mRNAs; CRISPR es mas especifico, dado que Unicamente se une a

secuencias con un PAM adyacente (Boettcher & McManus, 2015).
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Finalmente, la versatilidad del sistema ha permitido modificaciones en la
técnica que aumentan la especificidad y disminuyen el niumero de off-
targets; la mas comun es la transformacion de la nucleasa a nickasa, lo
cual se logra mutando un dominio de la nucleasa para forzar la reparacion
directa por homologia. Asi como también, la variacion de la Cas9 con el
dominio de nucleasa mutado, permite llevar al sitio especifico ciertas
proteinas que activen o inhiban la transcripcion génica, o que permitan la
regulacién epigenética o a nivel cromosémico (Lupidnez et al., 2015;
Satomura et al., 2017).

Por lo tanto, con base en su especificidad y estabilidad se eligio el sistema
CRISPR-Cas9, para realizar el silenciamiento de 7 de los 150 genes blanco
involucrados en la via de sefalizacion de TGF-B y descritos en el presente
trabajo. Se decidid comenzar a estudiar la via candnica silenciando los

siguientes genes: Tgfbrl, Tgfbr2, Smad2, Smad3, Fos, Fosb y Jun.

La edicion mediada por plasmidos ha sido subestimada los ultimos afios
con el uso de otras técnicas que resultan mas eficientes; sin embargo, se
eligié dicha técnica ya que ha generado en las Tregs resultados exitosos.
Esta involucra la transfeccion de un vector que expresa la Cas9 a las
células EL-4 y la entrega del gRNA mediante particulas lentivirales (Su et
al., 2016).

A pesar de la existencia de otras técnicas que mejoran la eficiencia de la
edicion como modelos murinos que expresan constitutivamente la Cas9,
Kornete y colaboradores, demostraron en el 2018, que la edicidon de
células EL-4 mediante la utilizacion de un plasmido que expresa Cas9,
GFP y gRNA (px458), alcanzaba una eficiencia hasta de 90%, dirigiendo
una reparacion tipo HDR, la cual lograban afiadiendo un inhibidor de la
via NHEJ como la vainillina. De igual manera, generar brazos largos

homdlogos en el templete aumentaba la probabilidad de HDR y, aunque
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los investigadores utilizan un templete de doble cadena, otros estudios
confirman que uno de cadena simple genera mejores resultados (Sangjin
Kim et al., 2013; Kornete et al., 2018; Mali et al., 2013; Satomura et al.,
2017).

Por lo tanto, este trabajo demuestra que una técnica viable, como la
edicidon genética mediada por vectores plasmidicos, si es una opcidn para

obtener una mejor eficiencia.

Otra variacion, que pudiera generar mejores resultados es la transfeccidn
de la proteina Cas9 pura. En el 2015, un estudio confirmé la eficiencia de
editar células Jurkat mediante este método, utilizando Lipofectamina
2000 y electroporacion, ademas de ser un método mas rapido (Liang et
al., 2015). Estudios posteriores han considerado a la Lipofectamina 3000

una mejor opcion (X. Yu et al., 2016).

7.3 Generacion de guias de CRISPR

Siguiendo la metodologia descrita, se generaron satisfactoriamente las
siguientes guias de CRISPR (Tabla 6), verificando la clonaciéon en el
plasmido lentiCRISPRv2 mediante la alineacién de la secuencia del
producto final con la secuencia teorica de la guia, obtenidas mediante

secuenciacion de Sanger en el Instituto Nacional de Medicina Gendmica.

Se decidié comenzar con algunos genes de la via candnica de sefalizacidon
para estandarizar el método. Los receptores se eligieron ya que son los
responsables del desencadenamiento de sefiales en la via. Las proteinas
Smad2 y Smad3, se eligieron debido a que son las primeras proteinas en
activarse, y ademas con ellas se puede diferenciar si la senalizacidn es via
canonica. Los genes de Fos, Fosb y Jun, son subunidades del factor de

transcripcion AP-1, un importante regulador de la transcripcion de genes
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que activa Smad4 y que le da a TGF-B su capacidad supresora en células
Treg.

Tabla 6. Guias de CRISPR disefiadas en el programa CHOP-CHOP con

eficiencia y off-targets.

—Blanco | Localizacion | Exén 0| 1] 2| 3| Eficiencia |
Tgfbri AAGTTTGGC chr4:47396433 4 00O0O 0.71
GAGGCAAAT

GGCGG
feiie4 . GTCCACAGG ¢chr9:116174985 1 00O00O 0.77
ACGATATGC

AGCGG
o4 AACAGCGGG  ¢hr9:116109493 4 00O0O 0.77
CAGGTAAGT

GGAGG
Jun TCGTTCCTCC chr4:95051071 1 0001 0.59
AGTCCGAGA

GCGG
Jun CGACGTCGG chr4:95051058 1 0001 0.55
GCTGCTCAA

GCTGG
Fos GGGTTTCAA chr12:85474051 1 00O0O 0.55
CGCCGACTA

CGAGG
AGCAAATAC chr18:76286890 3 00O0O 0.46
GGTAGATCA

GTGGG
TCTACTGCC chr9:63667847 2 0012 0.62
GCCTGTGGC

GATGG
GCCACGCCA chr9:63667565 3 0003 0.48
CACCGAGAT

CCCGG
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7.4 Generacion de lineas celulares editadas
Curva de puromicina

El plasmido con el que se infectara a las células EL-4, contiene un gen
de resistencia a la puromicina, por lo que para la seleccion de clonas
editadas, resistentes a la puromicina, fue necesario estandarizar la

concentracion ideal.

La curva de puromicina se realizé para determinar la menor concentracién
de puromicina a la cual las células EL-4 no editadas mueren. Como se
muestra en la grafica 1, en la concentracidon de 5 pg/ml, la poblacién
celular disminuye al menos a la mitad, por lo que se eligid dicha

concentracion para la seleccion de clonas editadas.
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Grafica 1. Curva de muerte celular para dosis puromicina a las
48h, 72h y 96h en células EL-4.
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Seleccion de las clonas editadas

Luego del analisis de la electroforesis en agarosa del producto de PCR de
las células infectadas con las particulas lentivirales que contenian las

guias de CRISPR, se obtuvieron los geles de las figuras 3, 4 y 5.

Antes de realizar la secuenciacion de las clonas que se expandieron, se
decidié optar por un analisis previo de PCR que permitiera visualizar la
expresion del gen correspondiente en estas mismas. Las clonas editadas,
al recibir el sistema de CRISPR/Cas9, presentarian ausencia de la banda
del gen blanco, ya que la proteina Cas9 al realizar su funcion de nucleasa,
trunca el gen evitando su expresién o generando una banda de expresion

con menor numero de pares de bases.

Como control para la PCR de los genes de los cuales se obtuvieron clonas;
Tgfbri, Tgfrb2 y Smad3, se utilizd un gen que se expresara
constitutivamente en las células como lo es la B-actina, y ademas un
control de células EL-4 que permitiera ver la banda de expresion del gen

sin editar.

Como se aprecia en las figuras 3, 4 y 5, las clonas editadas fueron las
siguientes; C10 y B11 para Tgfbrl, G10 y B6 para Tgfbr2 y G10 para
Smads.

TCGFBR1 B-actina

>
>
o ==t o

ey EL4 T R14C10 R14B1 EL4 T RI4ACK RI4BN

-—
—

Figura 3. Expresion del

receptor 1 de TGF-B (143 pb)
143Pb§| en células EL-4 vy clonas

Ba i
-"'9. editadas C10 y B11. La B-actina

se utilizd como control.




TGFBR2 B-ACTINA

Y
. ”

\ >
! FRZ1BG6 FR21CE R24;i0 RZ1EE B2l 0 R4 GI0 Figura 4. Expresi(')n
del receptor 2 de
: : TGF-B (110 pb) en

células EL-4 y clonas
editadas C6 y G10.
La B-actina se utilizd
como control.

o (| -

Figura 5.
Expresion de
Smad3 (136 pb)
en células EL-4 vy
' Rac - las clonas editada
- ' B10 y C10.

Las lineas celulares deficientes de las moléculas elegidas involucradas en
la via de sefalizacion de TGF-B, permitiran estudiar las diferencias de las
isoformas 1 y 3 en la induccion de Foxp3, mediante un ensayo que
permita identificar o no la expresidon de dicho gen en presencia o ausencia

de las moléculas elegidas como blanco.

8. Conclusiones

Se realizé un andlisis bioinformatico para identificar las moléculas
involucradas en la sefalizacion de TGF-B que permitiera estudiar los

genes diferenciales que inducen las isoformas TGF-f1 y TGF- 3.

Se generd una libreria que permitid mediante la técnica de CRISPR/Cas9

el silenciamiento de las moléculas seleccionadas.
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Se generaron lineas celulares EL-4 deficientes en los receptores I y II de
TGF-B y la proteina Smad3 implicada en la via candnica que representan

algunas de las principales moléculas de la via de sefalizacion.

9. Perspectivas

Con las lineas celulares generadas se pretende estudiar la expresion del
factor de transcripcidon Foxp3, lo que permitira entender las diferencias en
las vias de sefializacidn que inducen ambas isoformas en la activacién de

las células Treg, y con lo anterior, definir la isoforma mas eficiente.
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ANEXO I: Medios y soluciones
PBS estéril
NaCl [138 mM]
KCI [3nM]
Na2HPO4 [8.1 mM]

KH2PO4 [1.5 mM]

RPMI-1640 (SIGMA Cat.R4130-1L)
SFB (Gibco Cat.26140-079) [10%]

Penicilina [100 U/mL] + Estreptomicina [10pg/mL] (Gibco Cat.
15140-122)

Piruvato de sodio (Gibco Cat. 11360-070) [1mM]
Bicarbonato de sodio [2g/L]

B-Mercaptoetanol [55uM]

DMEM (Gibco Cat.12800-017)
SFB (Gibco Cat.26140-079) [10%]

Penicilina [100 U/mL] + Estreptomicina [10pg/mL] (Gibco Cat.
15140-122)

Bicarbonato de sodio [3.7g/L]
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Opti-MEM (Gibco Cat. 31985-054)
HEPES
Hipoxantina
L-Glutamina
Rojo de fenol
Bicarbonato de sodio [2400 mg/L]

Timidina
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