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RESUMEN

La esclerosis multiple o EM es una enfermedad crénica inflamatoria desmielinizante. Entre
los factores que se cree que participan en su etiologia se encuentran los retrovirus
endogenos humanos (HERVs), que son restos de retrovirus que infectaron la linea germinal
y se integraron en el genoma humano. HERV-W/MSRV (Multiple sclerosis associated
retrovirus) es el retrovirus mas asociado a la enfermedad. La expresidn de MSRV ENV est3
elevada en sangre y lesiones cerebrales de pacientes con esclerosis multiple. Esta expresion
puede estar controlada por los niveles de metilacidon del DNA, razén que motivd su analisis.
La mayor parte de los estudios se han realizado en células mononucleares de sangre
periférica. Sin embargo, la esclerosis multiple afecta al sistema nervioso central, motivo por
el que interesa obtener células como las neuronas para realizar los estudios en ellas.

La diferenciacion de las células madre embrionarias humanas (hESCs) a través de un
protocolo basado en cuerpos embrioides (EBs) permitié la obtencidn de los precursores
neuronales It-NES (long term neuroepithelial stem cells). Durante la diferenciacién, se
observé un cambio morfoldgico en las células y la aparicion de rosetas, indicadoras de la
induccion neuronal. Se redujo la expresién de los marcadores de pluripotencia OCT4 y REX1,
y se incrementod la de PAX6 y SOX1. Las células hESCs se trataron de adaptar a medio
condicionado proveniente de fibroblastos embrionarios de raton (MEFCM). No se consiguio
una adaptacién completa a este medio, pero si hasta el 75%, con un mantenimiento de la
expresion de los marcadores de pluripotencia OCT4 y REX1. La hipermetilacion de HERV-
W/MSRYV en los tipos celulares analizados (hESCs, EBs (D5), precursores neuronales (NSC) y
neuronas dopaminérgicas) fue muy similar, con valores superiores al 80% a nivel global.
Estudios que refuercen los resultados obtenidos y busquen posibles diferencias bajo
condiciones patolégicas de la enfermedad serdn interesantes en un futuro.
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ABSTRACT

Multiple Sclerosis (MS) is a chronic inflammatory demyelinating disease. The cause is still
unknown, but one of the factors that seem to contribute to it are human endogenous
retroviruses (HERVs). HERVs are remnants of some retroviruses that infected the germline
and integrated into the human genome. Multiple sclerosis associated retrovirus (HERV-
W/MSRV) has the strongest association with the disease. MSRV ENV expression is elevated
in blood and brain lesions in people with MS. This expression can be regulated by DNA
methylation, so its study results interesting. Most of the studies have been made in
peripheral blood mononuclear cells. However, MS attacks the central nervous system. This
was the reason to obtain cells like neurons to do the experiments.

Human embryonic stem cells (hESCs) were differentiated to long term neuroepithelial stem
cells (It-NES) using a protocol based on embryoid bodies (EBs). During the differentiation of
the cells, a morphological change was observed and rosette structures were formed,
indicating the neuronal induction. Also, pluripotency markers (OCT4 and REX1) reduced its
expression and PAX6 and SOX1 increased it. HESCs were tried to adapt to mouse embryonic
fibroblast conditioned media (MEFCM). A 75% of the commercial media was successfully
replaced by MEFCM without losing cell viability and pluripotency markers’ expression.
Hypermethylation of HERV-W/MSRV was found in all the kind of cells analyzed (hESCs, EBs
(D5), neural stem cells and dopaminergic neurons). Methylation levels were similar between
them and higher than 80%. In the future, more studies who support our results and look for
differences in pathological conditions would be interesting.
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1.INTRODUCCION

1.1. Epigenética

La epigenética engloba todos aquellos procesos y cambios, heredables y no heredables, que
influyen en la regulacion de la expresién génica, pero no modifican la secuencia subyacente
de DNA. Existen diferentes mecanismos epigenéticos, entre los que se incluyen la
remodelacidon de la estructura de la cromatina, el grado de metilacion del DNA vy la
modificacion de histonas. Los RNA no codificantes como los miRNA, IncRNAs o piRNAs
también participan en este tipo de regulacion (1,2).

La metilacidn del DNA es el mecanismo epigenético mejor caracterizado que se basa en la
transferencia de un grupo metilo al carbono 5 de las citosinas de los dinucleétidos CpG. Es
una modificacién dindmica, que se encuentra regulada por una serie de enzimas entre las
gue destacan las DNA metiltransferasas (DNMTs). La metilacidon, especialmente en la zona
del promotor, suele producir silenciamiento de genes, probablemente por el bloqueo de la
unién de los factores de transcripcién. La hipometilacién se asocia con el efecto contrario.
Cambios en el patrén de metilacidon pueden activar o reprimir genes que llevan al desarrollo
de enfermedades, como el cancer o la esclerosis multiple (1).

1.2. Esclerosis multiple (EM)

La esclerosis multiple o EM es una enfermedad inflamatoria neurodegenerativa crénica que
afecta al sistema nervioso central (SNC) (1,3). Patoldgicamente, la enfermedad se
caracteriza por una respuesta autoinmune, dominada por TH1 y TH17, con un incremento
de IFNy, IL17, células T y macrdéfagos infiltrados. La mielina sintetizada por los
oligodendrocitos es atacada, los axones de las neuronas se degeneran y la trasmisién del
impulso nervioso se ve afectada (Fig. 1.1) (1,4).

Normal Esclerosis Muiltiple
o ¥
o0 ‘
0 5:0 ?:DO Figura 1.1.- Patologia en EM. Representacion del
/ % © proceso de desmielinizacion y degeneracion axonal
caracteristico en esclerosis multiple, que afecta a la
‘}/5 trasmision del impulso nervioso. Adaptacion de Van
Ay der Star et al. 2012 (5).

Degeneracion
axonal

— s AN\

Impulso nervioso

Desmielinizacién
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A nivel epidemioldgico, la enfermedad presenta una mayor prevalencia en jévenes, de entre
20 y 40 aios, mujeres e individuos provenientes de América del Norte y Europa (6). Existen
diferentes tipos de esclerosis multiple segun la aparicién de los sintomas y su evolucion (Fig
1.2). La mayoria de los afectados presenta la forma denominada RRMS (Relapsing-Remiting
Multiple Sclerosis). Cursan con brotes y remisiones sucesivas, de recuperacion total o parcial
(6). El brote es un concepto clinico que se define como la aparicidon o el empeoramiento de
los sintomas de disfuncién neuroldgica, con una duracién mayor a 24 horas (7). Los
pacientes experimentan alteraciones sensoriales asociadas a dolores neuropaticos, como
parestesia, disestesia o diplopia. También pueden sufrir ataxia, vértigo, problemas urinarios
Yy un caracteristico entumecimiento, que suele comenzar en una de las extremidades
inferiores, pudiendo alcanzar la zona del térax y abdomen (4). Con el tiempo, algunos
pacientes pueden adquirir un fenotipo progresivo de la enfermedad, SPMS (Secondary
Progressive Multiple Sclerosis), donde los sintomas se agravan y no hay periodos de
remisién. El grupo con peor prondstico a nivel de tratamiento es PPRS (Primary Progressive
Multiple Sclerosis), donde, desde el comienzo, la clinica se agrava progresivamente (4,6). En
los ultimos afios ha surgido el grupo CIS (Clinically Isolated Syndrome), que se utiliza para
definir las primeras manifestaciones de la enfermedad que no estadn precedidas por ningun
evento neuroldgico (6). Muchos de los estudios realizados actualmente se centran en este
grupo, al comenzar con los indicios de la esclerosis multiple y su tratamiento.

RRMS (85% de los pacientes) SPMS
o
]
P
o
]
o
3
2
Tiempo

PPMS (10% de los pacientes)

Discapacidad

Tiempo

Figura 1.2.-Fenotipos de la esclerosis multiple segtin la progresion de la discapacidad en el tiempo.
CIS (Clinically Isolated Sindrome), RRMS (Relapsing-Remiting Multiple Sclerosis), SPMS (Secondary
Progressive Multiple Sclerosis), PPMS (Primary Progressive Multiple Sclerosis). Los asteriscos
representan la ausencia de recuperacion total. Imagen adaptada de Montalban 2017 et. al (6).
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Actualmente, la mayor parte de las terapias aprobadas, como la tradicional basada en IFNf
o las que emplean anticuerpos monoclonales como Natalizumab, se centran en reducir la
frecuencia y gravedad de los brotes, enlentecer la progresion de la enfermedad y mejorar
las condiciones de vida del paciente (4,6,8). Hoy en dia, no existe cura y su descubrimiento
resulta complicado al desconocer con claridad cudl es el origen de la enfermedad.

Se cree que la esclerosis multiple tiene una etiologia multifactorial, resultado de la
interaccion de factores medioambientales y genéticos (Fig 1.3) (8). La influencia del entorno
activaria la predisposicidn genética del individuo, desencadenando el proceso inflamatorio.
Respecto al componente genético, el locus HLA, donde se encuentran genes implicados en
el correcto funcionamiento del sistema inmune, es el mas asociado a la enfermedad. Otros
genes relacionados encontrados en estudios GWAS (Genome-Wide Association Study) son
los que codifican los receptores de IL2 e IL17, las moléculas co-estimuladoras CD40 6 CD80
o moléculas relacionadas con el metabolismo de la vitamina D o farmacos, entre otros (1).
En cuanto a los factores ambientales, se ha ligado a esclerosis multiple la vitamina D, el
tabaquismo y ciertos agentes virales, entre los que destacan Epstein-Barr Virus (EBV),
Human Herpes Virus 6 (HHV6) y los retrovirus endégenos humanos (HERVs) (9).

Factores Fondo
medioambientales Genético

Esclerosis Muiltiple

Figura 1.3.- Etiologia de la esclerosis multiple. Representacion de los diferentes factores que se han
asociado con el origen de la esclerosis multiple. Factores medioambientales como el tabaquismo, la
vitamina D o los virus, estimulan la predisposicion del individuo, dada por su fondo genético, a sufrir
esclerosis multiple.
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1.3. Retrovirus endégenos humanos (HERVS)

Los retrovirus son un tipo de virus encapsulados cuyo genoma es una hebra Unica positiva
de RNA (3). Este RNA viral se replica usando la maquinaria del individuo para lo que necesita
retrotranscribirse y formar una doble hebra de DNA, denominada provirus, que se integra
en el genoma de la célula huésped por recombinacidon. Normalmente, las células somaticas
son las dianas de los retrovirus, trasmitiéndose horizontalmente entre individuos infectados
y sanos (10). Millones de afios atras, algunos de estos retrovirus lograron infectar células
germinales, integrandose en su genoma, dando lugar a lo que se conoce actualmente como
retrovirus enddgenos humanos o HERVs (Human endogenous retroviruses) (3). Las
secuencias integradas se transmitieron a la descendencia de forma vertical, estando
presentes en todas las células del individuo (10) (Fig. 1.4).

Retrovirus _Iéi_ \ {Ciﬁ_-_:._.___‘ Transmision
horizontal

. (Infectados = Sanos)

Infeccion | I I I
somadtica

(Retrovirus exogenos} l RNA viral
‘I@:’} e T WA
Infeccidn linea Retrot I
germinal (W W ) etro rar;scrlpl:lon
(Retrovirus endégenos) |.| I. L.
l l l l + Integracion en el genoma
1
Transmision LTR gag pro pol env  LTR
Vertical l
(Descendencia) ® ‘ . Provirus
i Evolucié
Endogenizacion I]”DI] ' ﬂl e :cmn
PN * Inactivacion
¥V
Fijacién en la O ,CL O Aecofll I T Tk Mutaciones puntuales
poblacién HDH ! I][:]I] ool A C—BE3=«  Inserciones/Deleciones
gl -

Recombinaciones

Figura 1.4.- Endogenizacion de los retrovirus endégenos humanos (HERVs). Ver texto para mas
detalles. Imagen adaptada de Grandi et al. 2017 (10).

A lo largo de la evolucién, los HERVS se han ido multiplicando y acumulando mutaciones,
deleciones y recombinaciones que han acabado inactivando a la mayoria de ellos. Esto ha
facilitado su mantenimiento o fijacidon en la poblacién al no suponer un riesgo (Fig. 1.4)
(10,11).

Los HERVs presentan una estructura tipica retroviral (Fig 1.5). Dos secuencias repetitivas LTR
(Long Terminal Repeat) flanquean los genes que codificarian las principales proteinas
viricas: gag (matriz y nucleo), pro (proteasa), pol (transcriptasa inversa e integrasa) y env
(envuelta) (3).
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5" LTR gag pro pol env LTR 37
Provirus £8P0 B
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Figura 1.5.- Estructura tipica de un provirus, pseudoelemento y LTR. Los provirus son las secuencias
de cDNA que se forman tras la retrotranscripcion del RNA viral. Estos provirus tienen una estructura
tipica retroviral, 2 LTR que flanquean los genes virales gag, pro, pol y env. En ocasiones, estos provirus
se procesan, pierden secuencias y dan lugar a los pseudoelementos. Las LTR estan constituidas
normalmente por 3 componentes, U3, Ry U5. Adaptacidn de Grandi et al. 2017 (10).

Los retrovirus enddgenos pertenecen al grupo de elementos transponibles y se encuentran
insertados tanto en regiones génicas, como intergénicas (12), constituyendo un 8% del
genoma humano (3,9,13). Basandose en la similitud de su secuencia con los retrovirus
exogenos, los HERVs se clasifican en 3 grandes clases y estas, a su vez, se dividen en una
serie de familias, segin el RNA de transferencia (tRNA) que se une al sitio de inicio de la
transcripcidn (Tabla 1.1). Asi, en HERV-W, la W indica que se une un triptéfano (10).
Actualmente existen 31 familias, algunas de las cuales estdn asociadas a enfermedades
neurolégicas, como es el caso de HERV-W (14).

Clase Subfamilia Retroviridae Ejemplos de HERVs

HERV-H
Clase | Gammaretroviridae HERV-F
HERV-W

HERV-P
HERV-E
Clase I Betaretroviridae HERV-T
HERW-I
HERV-K

HERV-L
Clase Il Spumaviridae HERV-5
HERV-U

Tabla 1.1.- Clasificacion de algunos de los retrovirus endégenos humanos. Adaptacién de Colmegna
et al. 2006 (15).

HERV-W pudo colonizar el genoma humano, distribuyendo sus copias entre los diferentes
cromosomas por mecanismos como la cis-retrotransposicion y reinfeccion (Fig 1.6). Ademas,
a diferencia de otras familias, en HERV-W existen, a parte de los provirus, un 25% de
pseudoelementos. Estos elementos se formaron por retrotransposicién de provirus. En
dicho proceso, se copia y se inserta la secuencia en otra posicidon genética a través de un
intermediario de RNA mensajero, usando la maquinaria del elemento transponible LINE-1
(L1) (Fig 1.6) (10,12).
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Figura 1.6.- Mecanismos de colonizacién del genoma humano por HERV-W. HERV-W pudo distribuir
sus copias en los diferentes cromosomas a través de la retrotransposicion, copia e insercién, mediada
por la maquinaria del elemento transponible LINE 1 (L1), la reinfeccidn o la cis-transposicion. En estos
dos ultimos mecanismos, se necesitaria la ayuda de otros virus, al haber acumulado los retrovirus
enddgenos con el tiempo mutaciones que afectaron a su capacidad codificante. Imagen de Grandi et
al. 2017 (10).

Normalmente, los HERVs se encuentran silenciados o tienen un nivel de expresion muy bajo.
Algunos de ellos mantienen marcos de lectura abiertos (ORFs) que permiten la codificaciéon
de ciertos componentes virales, como la envuelta (env), muchas veces implicados en
procesos patoldgicos (Tabla 1.2) (3,14). La expresidon de los retrovirus enddgenos estd
controlada, entre otros factores, por mecanismos epigenéticos. Destaca la metilacion del
DNA, especialmente en las secuencias LTR, al actuar estas regiones como promotores y
dirigir la expresidn especifica segun el tipo celular (12).

Los retrovirus enddégenos humanos, suelen estar hipermetilados en la zona del promotor y
regiones codificantes, lo que produce el silenciamiento de su expresion (16). No obstante,
en ciertas condiciones fisioldgicas y tipos celulares, se produce un cambio de metilacién,
que incrementa la transcripcidn. Este es el caso de ERVWE1, un miembro de HERV-W, que
tiene las secuencias 5’LTR hipometiladas en determinados tipos celulares de placenta, lo
gue permite la expresion de la proteina SYNCYTIN-1, implicada en el correcto desarrollo de
la misma (17). Otros casos donde se produce una desregulacién de la metilacion son las
enfermedades autoinmunes, como la esclerosis multiple (1), y tumores (18).
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En estas situaciones, lo que se observa es una hipometilacion, que favorece la expresiéon y
deteccidn de transcritos de HERVSs. Es decir, que la hipometilacién permitiria la expresion
de HERVs (1).

HERV ORFs Notas
HERV-K  Gag, Pol, Env  HERV-K18 env (K18.3) estd asociado con esclerosis multiple (MS).

Polimorfismos (SNPs) en HERV-Fcl del cromosoma X estan

HERV-H/F  Gag, Pol, Env ligados a MS.

El gen env del locus ERVW-1 codifica para syncyntin-1.

HERV-W Env Asociado a MS.
HERV-W/MSRV Env, Gag Numero de copias y niveles de expresion relacionados con MS.
HERV-R Env
HERV-P Env
HERV-T Env

Tabla 1.2.- Marcos de lectura abiertos (ORFs) codificantes de los retrovirus endégenos humanos.
Recopilacién de algunos de los ORFs mas importantes, anotados como Pol, Gag y Env. Env es el mas
comun. Estos ORFs se pueden encontrar en mas de un locus. En negrita se muestran las familias de
HERVs que se han asociado a esclerosis multiple. MSRV (Multiple Sclerosis-associated retrovirus)
Imagen adaptada de Christensen et al. 2016 (14).

En ocasiones, los retrovirus son utilizados beneficiosamente por el hospedador, como el
caso de SYNCYTIN1, necesario para el correcto desarrollo del embarazo (19). Sin embargo,
la mayoria de las veces, los HERVS contribuyen al desarrollo de enfermedades como la
esquizofrenia, el cancer o la esclerosis multiple (14,20).
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1.4. Esclerosis multiple y Retrovirus endégenos humanos

Tres familias de retrovirus endédgenos humanos se han relacionado con EM: HERV-K, HERV-
Hy HERV-W (3,9). Entre ellas, HERV-W es la que presenta la asociacién mas fuerte a través
de HERV-W/MSRY, al ser el primer retrovirus enddgeno con diferencias significativas entre
pacientes de EM e individuos sanos (3,9,21). El niUmero de copias de MSRV ENV en pacientes
con EM es mucho mayor en comparacién con los controles (20,22). Por otro lado, se han
encontrado, tanto a nivel de proteina como de RNA, unos valores muy elevados de MSRV
ENV en células mononucleares de sangre periférica, liquido cefalorraquideo y lesiones
cerebrales de pacientes de EM. Ademas, la presencia de estas proteinas en los enfermos se
ha relacionado con una peor prognosis (3,9,20). Cuando los enfermos de EM se someten a
diferentes tratamientos como IFNB o Natalizumab, la expresion de MSRV ENV se reduce.
Todo ello indica la importancia de MSRV ENV en esclerosis multiple y como la evaluacién de
sus niveles plasmaticos podria ser un buen medio para monitorizar el progreso de la
enfermedad y la efectividad de los tratamientos (20).

El aumento de la expresion de HERV-W/MSRYV se cree que estimula el ambiente inflamatorio
de la EM a través del siguiente mecanismo. MSRV ENV interaccionaria con el receptor TLR4
(Toll-like receptor 4) y estimularia a factores proinflamatorios como los grupos de
nitrotirosina. A su vez, estos factores bloquearian la diferenciacién de los precursores de
oligodendrocitos, afectando a la expresidn de la mielina (10). Esta interaccion favoreceria a
su vez la sintesis y secrecidén de citoquinas proinflamatorias como IL1, IL6 y TNFa (Tumoral
necrosis factor), que estimularian la liberacion de MSRV ENV, produciendo una
retroalimentacion positiva que amplificaria la patogenia de la enfermedad (Fig. 1.7) (9).

Células precursoras de Oligodendrocitos

/\%\

MSRV-Env

Factores A Problemas remielinizacién
ambientales ==——p HERV-W
(EBV) Inflamacion ’

J

Células mononucleares sanguineas

Figura 1.7.- Posible mecanismo de accion de MSRV ENV en la patogenia de la enfermedad. Factores
ambientales como el virus Ebstein-Barr (EBV) activarian la expresion de HERV-W/MSRV, produciendo
MSRV ENV. Su interaccion con el receptor TLR4 (Toll-Like receptor 4) generaria problemas de
mielinizacion e inflamacién. Se estan desarrollando nuevos tratamientos con anticuerpos
monoclonales (GNbAC1) que bloqueen esa interaccidén. Imagen adaptada de Madeira et al 2016 (23).
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1.5. Modelos celulares para estudiar enfermedades

En esclerosis multiple no existe un Unico modelo, a nivel celular o animal, completamente
bueno. Esto se debe a que es una enfermedad multifactorial dificil de abarcar. Dentro de los
modelos in vitro, destaca el cultivo de células del SNC como la microglia, las neuronas, los
oligodendrocitos, los astrocitos o bien, co-cultivos de varios tipos celulares. Cabe mencionar
que el cerebro humano es diferente al del ratén, motivo por el que se prefiere trabajar con
modelos humanos cuando es posible. El aislamiento de las células del SNC y su
mantenimiento en cultivo es limitado y complicado (24). Asi, las células troncales
embrionarias humanas, mas comunmente conocidas como células madre embrionarias
humanas (hESCs) son una gran herramienta para generar modelos que permitan analizar el
mecanismo molecular de la enfermedad, probar fdrmacos en desarrollo o usarse en terapias
de reemplazo celular, entre otros (25,26).

Las hESCs, que provienen de la masa celular interna del blastocito (Fig.1.8), presentan dos
propiedades fundamentales. Por un lado, proliferan indefinidamente in vitro, conservando
su identidad, lo que se denomina como auto-renovacion o self-renewal (27). El factor de
crecimiento FGF2 (Fibroblast Growth Factor) tiene un papel clave al favorecer su
supervivencia sin diferenciarse, motivo por el que se suele afiadir a los cultivos de forma
exogena (28). Por otro lado, son pluripotentes, es decir, son capaces de generar cualquier
tipo celular que pertenezca a las 3 capas embrionarias (endodermo, ectodermo vy
mesodermo) (27). Existen una serie de marcadores caracteristicos de las células ES que
estan asociados a pluripotencia. Este es el caso de los factores de transcripcion OCT4
(octamer-binding transcription factor 4) y REX1 (Reduced expression 1). Tanto OCT4,
también conocido como POU5F1, como REX1, también llamado ZFP42 (Zinc finger protein
42), forman parte de la red transcripcional encargada del control de la pluripotencia y el
mantenimiento de la identidad de las células ES (29,30). Las células hES también presentan
una serie de antigenos de superficie que permiten su diferenciacién respecto a las células
de origen murino. Destacan el glucoesfingolipido SSEA4 (Stage-specific embryonic antigen-
4) y el proteoglicano TRA-1-60 (Tumor reject antigen)(25).

Aislamiento o o
S

(<=
Ic™M

Blastocito Células ES

Figura 1.8.- Origen de las células madre embrionarias. Las células ES vienen del aislamiento y cultivo de
las células de la masa celular interna (ICM) del blastocito. Representacién de los diferentes estadios hasta
su obtencion.
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En los ultimos afios, los protocolos de diferenciacion de las células hES se han ido
mejorando, incrementando la pureza de las poblaciones obtenidas (25). En la diferenciacion
a células del sistema nervioso central el primer paso es la induccién neuronal, la
especificacion irreversible del neuroepitelio a partir del ectodermo (31). Se han descrito
numerosas aproximaciones para conseguir esta induccion. La mas tradicional se centra en
la formacion de cuerpos embrioides (EBs) (32,33), que son agregados tridimensionales de
células pluripotentes que son capaces de mimetizar el desarrollo embrionario (34). Otra
posibilidad es su co-cultivo con células estromales o astrocitos embridnicos, que estimulan
el cambio al fenotipo neuronal (35). Finalmente, la que mas se suele utilizar en los Ultimos
afios se basa en el cultivo de las células hES en monocapa y ausencia de células
alimentadoras o feeders, que normalmente son fibroblastos embrionarios de ratédn (MEFs),
suplementando al medio factores que inducen la diferenciacion (36). Los factores de
diferenciacién mads usados son Noggin y SB431542, que inhiben la ruta de senalizacion de
SMAD y potencian la induccion neuronal, que permite obtener, mas rapido, células positivas
para una serie de marcadores caracteristicos (37). Existen diferentes marcadores y cambios
morfoldgicos que permiten controlar y seguir el proceso de diferenciacidon neuronal. Para
los precursores neuronales se emplean factores de trascripcion como SOX1 y PAX6, y la
proteina de filamento intermedio NESTIN, entre otros (33). Morfolégicamente se forman las
denominadas rosetas, que recuerdan a una seccion del tubo neural (38).

El medio que se emplea en el cultivo de los precursores neuronales obtenidos es importante
para mantener el fenotipo neuronal, y, por tanto, conseguir una buena diferenciacién.
Como medio base se suele usar DMEM/F12 o medio Neurobasal, que es un derivado del
anterior. Uno de los suplementos clave que se suele afiadir es N2. Entre sus componentes
se encuentra la insulina, que podria actuar a través de los receptores de crecimiento
correspondientes estimulando la proliferacién y diferenciacién celular. Otro de los
suplementos es B27, que aumenta la supervivencia de las células y su multiplicacién. Los
precursores neuronales se suelen mantener con una serie de factores de crecimiento, como
FGF2 y EFG (Epidermal growth factor), que se renuevan diariamente para evitar la
diferenciaciéon (32,33,39). La generacién de poblaciones neuronales a partir de estos
precursores se suele conseguir retirando los factores de crecimiento y cambiando la
composicion de los medios de cultivo (38).

Gracias a la diferenciacion de las células madre se pueden conseguir tipos celulares como
las neuronas con una disponibilidad mayor a si se obtuvieran de biopsias. La tendencia en
los ultimos afios a cumplir la regla de las 3 “Rs” (Reducir, Reciclar y Reutilizar) ha potenciado
también considerablemente su uso (26). En el futuro, el desarrollo de las iPSCs (Induced
pluripotent stem cells) a partir de células del paciente se presenta prometedor. En el caso
de la esclerosis multiple, ya se han generado este tipo de células y se han diferenciado
satisfactoriamente, consiguiendo neuronas (39). Disponer de este tipo de modelos
permitird incrementar los estudios y el conocimiento que se tiene acerca de la enfermedad,
pudiendo esclarecer muchas de las incognitas que siguen vigentes.
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2.HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Hasta ahora, muchos de los estudios que relacionan a HERV-W/MSRV con esclerosis
multiple se han realizado en células mononucleares de sangre periférica, al ser mas
accesibles que otras muestras (40-42). No obstante, la esclerosis multiple es una
enfermedad que afecta al SNC (3). Por lo tanto, es relevante desarrollar modelos de estudio
del mismo. El uso de células hES e iPS de pacientes aporta una oportunidad para generar
dichos modelos. Como primer paso en esta direccion, se planted investigar una poblacidn
del SNC, las neuronas. Por ese motivo, se traté de establecer una linea de precursores
neuronales (It-NES) a partir de hESCs.

Actualmente, sigue sin esclarecerse si los retrovirus endégenos son la causa o el efecto de
la pérdida de la regulacién del sistema inmune en esclerosis multiple (3). Lo que si que se
sabe es que hay unos niveles mas elevados de HERV-W/MSRV en pacientes de EM (43—-45).
Dado que los niveles de expresion de los retrovirus endégenos pueden estar regulados por
los niveles de metilacion (1,11), se quiso estudiar esta modificacién epigenética en
poblaciones derivadas de hESCs y neuronas.

Los objetivos que se desarrollaron en este trabajo se exponen a continuacién.

I.  Acondicionar las células troncales embrionarias (hESCs) a un medio condicionado de
fibroblastos embrionarios de ratén (MEFCM).

II.  Implementar un protocolo de diferenciacion para obtener precursores neuronales
It-NES (long term neuroepithelial stem cells) a partir de hESCs.

III.  Analizar el grado de metilacién de HERV-W/MSRV en hESCs, poblaciones celulares
derivadas de hESCs y neuronas.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Cultivos celulares

Para el cultivo celular se usaron incubadores a 372Cy un 5% de CO..

3.1.1. Linea celular ES [4]

Las hESCs empleadas vienen de la linea celular ES [4], originada por el Centro de Medicina
Regenerativa de Barcelona (CMR [B]) y disponible en el Banco Nacional de Lineas Celulares.
Dichas células fueron obtenidas de un embriéon humano criopreservado en el dia +2 de su
desarrollo.

3.1.1.1. Mantenimiento de la linea celular ES [4]

La linea celular ES [4] se cultivd sobre Matrigel (Thermo Fisher) y se mantuvo en el medio
mTeSR™1 (STEMCELL Technologies). El medio se renové diariamente, tal y como indican los
protocolos, para aportar los nutrientes y factores necesarios para el crecimiento vy
supervivencia celular.

La descongelacion se realizé en un bafio de agua a 372C. El vial de células se pasd a un falcon
de 15 ml, donde se afiadid, gota a gota, 4 ml de medio mTeSR™1, para diluir el DMSO vy
minimizar el choque osmético. Las células se centrifugaron y resuspendieron en medio
mTeSR™1 enriquecido con Thiazovivin (Sigma-Aldrich, 2 uM). Thiazovivin, a partir de ahora
denominado como Rock Inhibitor (RI), es un inhibidor de la quinasa Rho que potencia la
supervivencia de células criopreservadas (46,47).

Cuando las colonias celulares alcanzaron el tamafio apropiado, se pasaron con la proporcién
gue se considerd apropiada (1:4-1:8). Para ello se utilizé el reactivo ReLeSR™ (STEMCELL
Technologies), un compuesto libre de enzima que disocia a las células formando agregados,
favoreciendo asi la supervivencia celular. Para pasar las células, se lavé el pocillo dos veces
con PBS, se afiadié el volumen correspondiente de ReLeSR™ y se incubd, 2 minutos a 372C
y, tras eliminar el sobrenadante, otros 2 minutos a temperatura ambiente. Después de la
incubacién, se anadié medio fresco, se levantaron las colonias con un rascador y se
disgregaron con cuidado usando una pipeta de 5 ml.

La criopreservacion de las células se realizé una vez alcanzando aproximadamente el 80%
de confluencia, para incrementar la supervivencia tras la descongelacion. Brevemente, las
colonias se levantaron usando RelLeSR™, se centrifugaron 3 minutos a 200 g y se
resuspendieron en el medio de criopreservacion (90% de Suero fetal bovino (SFB) y 10% de
Dimetilsulféxido (DMSOQ)). Las células estuvieron a -802C en un frosty toda la noche para
conseguir su congelacion gradual y ser guardadas finalmente en nitrégeno liquido.
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3.1.2. Generacion de precursores neuronales

El protocolo que se siguid para la obtencién de precursores neuronales se basé en Koch et
al. 2009 (32), con ciertas modificaciones (Fig. 3.1). El protocolo consté de una serie de etapas
principales. En el primer estadio, se formaron los EBs a partir de las células hESCs y se
mantuvieron en suspensién durante 4 dias. En la segunda etapa, los EBs se plaguearon en
una superficie de Poli-L-ornitina con Laminina (PLO/LN). Tras una semana en cultivo,
aparecieron unas estructuras denominadas rosetas, que se aislaron mecanica o
enzimaticamente, para ser finalmente sembrabas y propagadas como células It-NES (/long
term neuroepithelial stem cells).

hESCs EBs Rosetas Precursores
neuronales
DO D1 D2 D3 D4 D5 D12 D25 (-NES)
| I I I | | |
[ Suspension I PLO/LN ]
mTeSR™1 Medio EB Medio ITSFN Medio Basico
RI FGF2 FGF2, EGF, B27

Figura 3.1.- Esquema del protocolo de diferenciacion de las células madre embrionarias humanas
(hESCs) a precursores neuronales (It-NES). Representacidn de los distintos tipos celulares (rojo), dias en
cultivo (negro), medios de cultivo (verde) y factores o suplementos (amarillo) en cada etapa del protocolo.
También se indica el soporte del cultivo (azul). Abreviaturas: Rl (Rock Inhibitor), FGF2 (Fibroblast Growth
Factor 2), EGF (Epidermal growth factor). La composicion de los medios se encuentra detallada en los
subapartados 3.1.2.

3.1.2.1. Formacién de cuerpos embrioides (EBs)

Los EBs se generaron siguiendo dos protocolos propuestos por Stover et al. 2011 (48), con
pequefias modificaciones. Ambos métodos pretenden levantar las células de la placa de
cultivo para mantenerlas en suspension y formar los cuerpos.

Uno de los protocolos consistio en la obtencidn de EBs a través de la formacién de clusteres
de células, para lo que se empled el reactivo ReLeSR™ y se siguié el protocolo utilizado en
el mantenimiento de las células ES [4] expuesto en el apartado 3.1.1.1.

El otro método se basé en la formacion de EBs a partir de células individuales (single cells),
en cuyo caso se empled Acutasa. La Acutasa es una solucion de enzimas proteoliticas y
colagenoliticas que sirve para levantar las células de la placa de cultivo y hacerlas al mismo
tiempo single cells. Brevemente, las células se lavaron dos veces con PBS, se afadid el
volumen de Acutasa correspondiente y se incubé 4 minutos a 372C. Posteriormente, se
diluyé la Acutasa en PBS y se centrifugaron las células 3 minutos a 200 g.
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Finalmente, se resuspendio el pellet de células en medio mTeSR™1 enriquecido con una
concentracién final de 2 uM de RI. Esta molécula favorece la supervivencia de las células
disociadas, aumentando la eficiencia de la formacién de EBs (46,49).

Las células levantadas se mantuvieron en suspensidn usando placas Petri de superficie no
adherente. El medio se renovd diariamente, decantando los EBs y aspirando el
sobrenadante. En el dia 1 se continud usando el medio mTeSR™1 para recuperar a las células
y conseguir que los EBs se formaran correctamente (50). En el dia 2 se produjo el cambio al
medio EB (Tabla 3.1). Los cuerpos estuvieron en este medio hasta que se decidieron sembrar
o analizar, normalmente en el dia 5 (D5).

Componente Concentracion final Proveedor
DMEM/F12 Thermo Fisher
Glutamax 1X Thermo Fisher
NEEA 1X Sigma-Aldrich
2-mercaptoetanol 50 uM Sigma-Aldrich
Knock out serum replacement (KSR) 10% Thermo Fisher
Penicilina y estreptomicina (P/S) 1X Sigma-Aldrich

Tabla 3.1.- Composicion del medio EB.

3.1.2.2. Formacion de las rosetas

Los EBs de 5 dias se sembraron en una placa previamente tratada con Poli-L-ornitina (Sigma-
Aldrich, 0,1 mg/ml) y Laminina (Sigma-Aldrich, 10 pg/ml). A partir de ese momento se us6
un medio de induccidon neuronal, medio ITSFN (Tabla 3.2), suplementado con 10 ng/ml de
FGF2. El medio se renovd diariamente hasta la seleccién de las rosetas, entre una y dos
semanas tras la siembra de los EBs.

Componente Concentracion final Proveedor
DMEM/F12 Thermo Fisher
Insulina 25 pg/ml Sigma-Aldrich
Transferrina 100 pg/ml Sigma-Aldrich
Selenito de Sodio 5 ng/ml Sigma-Aldrich
Fibronectina 2,5 ug/ml MP Biomedicals

Tabla 3.2.- Composicion del medio ITSFN. El nombre se corresponde a las siglas de los componentes que
lo forman: Insulina, Transferrina, Selenito de Sodio y Fibronectina.
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3.1.2.3. Obtencién de los precursores neuronales It-NES

Con ayuda de un microscopio, se indicé con una marca en el exterior de la placa los EBs que
generaron rosetas. Las rosetas se seleccionaron mecanicamente, a través del uso de una
punta de micropipeta P200, o con el reactivo STEMdiff™ Neural Rosette Selection Reagent
de STEMCELL Technologies, siguiendo las instrucciones del fabricante. Brevemente, se lavé
con DMEM/F12, se afiadio el reactivo y se incubd 1 hora a 372C. Posteriormente, se retird
el reactivo aspirando con cuidado, se afadi6 DMEM/F12 y se levantaron las rosetas
impulsando el medio con fuerza sobre cada uno de los cuerpos que se habian marcado
previamente.

Tras levantar las rosetas, se sembraron a gran densidad en una placa previamente tratada
con PLO/LN. Las células adheridas se mantuvieron con el medio denominado medio Basico,
gue se suplemento diariamente con una serie de factores y suplementos (Tabla 3.2).

Componente Concentracion final Proveedor
DMEM/F12 Thermo Fisher
Glutamax 1X Thermo Fisher
Glucosa 1,6 g/ml Sigma-Aldrich
Suplemento N; 1X Thermo Fisher
Penicilina y estreptomicina (P/S) 1X Sigma-Aldrich

Factores y suplementos

FGF2 10 ng/ml Peprotech
EGF 10 ng/ml STEMCELL Technologies
B27 1 pl/ml Thermo Fisher

Tabla 3.3.- Composicion del medio Basico.

Para mantener las células, el medio se renovd diariamente y se afiadieron los factores de
crecimiento frescos. Estos factores permitieron mantener el estado desdiferenciado de las
células.

Las células se pasaron con Acutasa cuando estuvieron confluentes, con una proporcién 1:2
0 1:4. Brevemente, se lavaron con DMEM/F12, se afiadié el volumen correspondiente de
Acutasay se incubd unos 5 min a 372C. La Acutasa se diluyé en DMEM/F12, se centrifugaron
las células 5 min a 300 g y se resuspendié el pellet en medio Basico.

La criopreservacion de las células se realizé cuando alcanzaron la confluencia. Las células se
levantaron usando Acutasa, se centrifugaron 5 min a 300 g, se aspird el sobrenadante y se
resuspendid el pellet de células en el medio de criopreservacién (90% de SFB y 10% de
DMSO). Posteriormente se siguieron los mismos pasos que en el apartado 3.1.1.1.
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3.1.3. Linea celular TSB7

Las células trofoblasticas (TS, trophoblast stem) de ratén que se utilizaron provienen de la
linea celular B7 (51).

3.1.3.1. Mantenimiento de la linea celular TSB7

El mantenimiento de las células TSB7 se realizé siguiendo las indicaciones de Tanaka et al.
2006 (52), con algunas modificaciones. Se utilizaron placas de cultivo tratadas previamente
con gelatina (Sigma-Aldrich, 1%). Las células se mantuvieron en el medio 70 TS-CM (70%
medio condicionado TS y 30% medio TS Basico) (Tabla 3.4)). Dicho medio se renovd y
suplemento diariamente con FGF2 (25 ng/ml) y Heparina (Sigma-Aldrich, 1 mg/ml). Estos
factores son claves para mantener a las células sin diferenciarse.

Medio TS Basico

Componente Concentracion final Proveedor
RPMi 1640 Thermo Fisher
Suero Fetal Bovino 20 % Thermo Fisher
(Gibco 41Q7385K)
B-mercaptoetanol 100 uM Sigma-Aldrich
Glutamax 1X Sigma-Aldrich
Piruvato 1mM Sigma-Aldrich

Tabla 3.4.- Composicion del medio TS Basico.

La descongelacion se realizé en un bafio de agua a 372C. El DMSO se diluyé con medio TS
Basico caliente. Las células se centrifugaron 5 min a 300 g y se resuspendieron en el medio
70 TS-CM, con la adicidn de los factores correspondientes.

Cuando las células alcanzaron una confluencia del 80%, se pasaron con la proporcidn que se
considerd apropiada. Brevemente, se lavd dos veces con PBS, se afadié el volumen
correspondiente de tripsina (Sigma-Aldrich, 0,25%) y se incubd a 372C durante unos 4 min.
La tripsina se diluyé con medio TS Basico caliente, se pipetearon las células para soltarlas de
la placa y se centrifugd 5 min a 300 g. El pellet de células se resuspendié finalmente en el
medio 70 TS-CM, afadiendo los factores FGF2 y Heparina.

Las células se criopreservaron al llegar al 80% de confluencia. Se levantaron, se
centrifugaron y se resuspendieron en el medio de criopreservacion (90% de SFB y 10% de
DMSO). El lote de SFB (Gibco 41Q7385K) se habia seleccionado previamente, asegurando
su 6ptimo funcionamiento. Posteriormente se siguieron los mismos pasos que en el
apartado 3.1.1.1.
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3.2. Ensayos de citometria de flujo

Las células se levantaron usando Acutasa. En este caso, la incubacion a 372C se prolongé
hasta 6 min para asegurar que las células no se encontraban formando agregados, ya que
dificultarian el analisis. Las células se contaron empleando la cdmara de Neubauer y se
distribuyeron unas 200.000 por condicidn. Se centrifugaron 3 min a 200 g y se lavaron con
PBS. El lavado se repitid entre los pasos posteriormente expuestos.

En el marcaje intracelular, las células se fijaron previamente con una soluciéon de
formaldehido al 4%. En este caso, se lavd dos veces para eliminar, en la mayor medida
posible, los restos de formaldehido, al ser toxico para las células. Los anticuerpos primarios
y secundarios se prepararon en una solucion de bloqueo (PBS con un 5% de SFB), que en el
caso del marcaje intracelular contenia ademas un 0,1% de saponina para favorecer la
permeabilizacién y la entrada del anticuerpo. Los anticuerpos primarios (Tabla 3.5) se
incubaron durante 1 hora. Para poder detectarlos, tras lavar la muestra, se incubé 30
minutos con el correspondiente anticuerpo secundario marcado con el fluorocromo Alexa
fldor 488 (Goat Anti-mouse o Anti-rat 488). Las incubaciones y las distintas soluciones se
mantuvieron en frio para ralentizar el metabolismo celular y evitar asi la degradacién de los
anticuerpos.

Anticuerpo Especie Concentracion final Proveedor
aSSEA4 Raton 0,5 pug/ml (1:76) DSHB
aNANOG Ratén 0,5 ug/ml (1:46) DSHB
aOCT3/4 Rata 2 ug/ml (1:200) R&D SYSTEMS

Tabla 3.5.- Anticuerpos primarios utilizados en los ensayos de citometria de flujo.

La distincién entre las células vivas y muertas se realiz6 empleando el reactivo SYTOX®
(Thermo Fisher), proporcionado por la unidad de citometria de flujo y separacién celular del
centro de investigacién Biomédica de Aragdn (CIBA). Dicho agente se afiadié al final, en el
caso del marcaje extracelular, y antes de la fijacidn, en el caso del marcaje intracelular.
Como control negativo de autofluorescencia celular se usaron células sin ningin marcaje
(blanco). Como control de especificidad del anticuerpo secundario se utilizaron células
marcadas Unicamente con este anticuerpo.

Se utilizé un citdmetro FACSAria (BD BioSciences) equipado con un laser a 488 nm, operado
por la unidad de citometria de flujo y separacion celular del CIBA. Los datos obtenidos se
analizaron con el programa Kaluza Analysis.
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3.3. Estudio de expresion génica
3.3.1. Extraccion de RNA

Para la extraccion del RNA, las células se homogeneizaron previamente en el reactivo TRIzol
(Invitrogen) y se pasaron unas 10 veces por una aguja de 25 gauges. Las muestras se
guardaron a -802C si no se procedié directamente a la obtencién del RNA.

A partir de la preparacién anterior, el RNA se aislé con un protocolo puesto a punto por M.
Sanchez y J. Schoorlemmer. Dicho protocolo estd basado en una extraccién con fenol-
cloroformo y precipitacidén con isopropanol. Brevemente, al volumen de TRIzol se le afiadié
cloroformo y se generaron 3 fases tras haber incubado y centrifugado. En la fase superior
acuosa se localizo el RNA, al que se le anadié 0,6 V de isopropanol y 1,5 pl de glucégeno,
gue actua como co-precipitante mejorando la visualizacién del pellet. El pellet se lavd con
etanol (EtOH) al 75%, se resuspendié en MQ libre de RNasas y se incubd unos 5 minutos a
379C para conseguir una correcta homogeneizacién. Para eliminar la posible contaminacién
con DNA gendmico, se utilizé RQ1 RNase Free DNase (Promega), que se incubd 15 minutos
a 372C para que actuara.

Tras el tratamiento enzimatico, se procedié a la extraccidn con fenol y cloroformo. Primero
se afiadid fenol, que desnaturalizd posibles proteinas contaminantes, localizandose los
acidos nucleicos en la fase superior acuosa. A esta fase se le adiciond cloroformo, reactivo
que separd los contaminantes a la fase organica, quedando el RNA en la fase acuosa. Para
extraer la mayor cantidad posible de RNA, se repitid el proceso de extraccién afiadiendo MQ
en lugar de fenol en el primer paso. Finalmente, se re-precipitd la fase acuosa afiadiendo
0,1V de acetato de sodio, 3 V de EtOH al 100% y 1,5 pl de glucégeno. El pellet se lavé con
EtOH al 75%, se resuspendié en MQ libre de RNasas y se determind la concentracién con un
espectrofotémetro Nanodrop ND-2000 de Thermo Scientific.

3.3.2. Retrotranscripcion del RNA: Obtencién del cDNA

El cDNA se obtuvo por retrotranscripcion del RNA siguiendo el protocolo del fabricante del
Kit empleado PrimeScript RT reagent de Takara, usando tanto Random hexamers como
Oligo(dT). La transcripcion reversa se desarrollé durante 15 minutos a 379C, inactivando la
enzima con calor (5 segundos a 852C). El producto obtenido se mantuvo a 49C, en caso de
uso inmediato o bien se almacend a -202C. La correcta retrotranscripcion se comprobd
mediante PCR.
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3.3.3. Reaccién en cadena de la polimerasa: PCR

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) permite la amplificacién logaritmica de un
fragmento de DNA. Las condiciones finales de reaccidn (temperatura de alineamiento de los
primers (Tm) y concentracion de magnesio (Mg?*) se determinaron tras la realizacién de una
serie de ensayos. Para la amplificacidon se utilizé la enzima Taq polimerasa de Thermus
aquaticus (Sigma-Aldrich). El volumen de reaccién final (50 pl, incluyendo el material
genético) contenia los siguientes reactivos, con su correspondiente concentracion final: Taq
polimerasa (0,5 u/ul), Buffer (1X), dNTPs (0,2 uM) y primers (0,4 UM) (Ver Anexo).

La amplificacién se realizé en el termociclador Veriti™ con el siguiente programa: 2 minutos
a 982C, 35 ciclos de 3 etapas de 1 minuto cada una a 942C, 602Cy 722C, y 5 minutos a 722C.
Los productos de PCR se separaron en un gel de agarosa al 1,5% y se visualizaron con Gel
Red (1:10.000) en un transiluminador BioRad. Como marcador de peso molecular se empled
GeneRuler 100bp Plus DNA ladder de Thermo Scientific.

3.4. Estudio de niveles de metilacion
3.4.1. Extraccion de DNA gendmico con el buffer de lisis FG2

Para la extraccion del DNA gendmico (gDNA) se partié de una placa de cultivo o pellet de
células, a lo que se afiadié 500 [l del buffer de lisis FG2. En el caso de la placa de cultivo, las
células se levantaron con ayuda de un rascador. Posteriormente, se afiadieron 500 pg/ml
de proteinasa K, que es capaz de degradar proteinas incluso en presencia de detergentes, y
se incubd toda la noche a 552C en un bafio termostatizado.

Al dia siguiente, se afiadieron 500 I del alcohol 2-propanol, para conseguir la precipitacién
del acido nucleico tras su mezcla en el vortex y centrifugacion 5 minutos a 2500 g. El pellet
se lavé con EtOH al 70% y finalmente se resuspendid en TE. Las muestras se incubaron a
559C durante 4 horas para facilitar la solubilizacion del gDNA del pellet obtenido. La
concentracién y calidad del DNA se midié usando el espectrofotémetro Nanodrop ND-2000
de Thermo Scientific. El material genético se conservo a 42C.
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3.4.2. Extraccion de DNA gendmico precipitando con etanol

El protocolo empleado se adaptd de Hongao et al. 2008 (53). La precipitacion del DNA se
consiguié anadiendo 0,4 ml de EtOH al 100% por cada ml de TRIzol de partida. Se incubd 2
6 3 minutos a temperatura ambiente y se centrifugé 4 min a 42C y 2000 g. Las proteinas se
guedaron en la fase acuosa, pudiéndose recuperar en caso de interés. El DNA se lavé dos
veces con una solucion 0,1 M de citrato sédico (con un 10% de EtOH) y se incubé cada lavado
30 minutos. Finalmente, se lavé con 1,5 ml de EtOH al 75% y se centrifugd durante unos 15
minutos. El pellet obtenido se resuspendid en una solucién 8 mM de NaOH.

El protocolo se empled para obtener el DNA tras la extraccion del RNA de un pellet de
progenitores neuronales (NSC: Neural Stem cells), cedido amablemente por el grupo de
Eduardo Ruiz Pesini de la Universidad de Zaragoza.

3.4.3. Conversion con bisulfito

El DNA gendmico se convirtié con bisulfito siguiendo el protocolo del kit comercial EZ DNA
Methylation kit de Zymo Research. Brevemente, el Kit consigue, con 3 pasos, convertir las
citosinas no metiladas en uracilos. La desulfonacién en columna del kit permite eliminar
posibles precipitados no deseados. El DNA convertido se eluyé con TE y se guardd hasta su
utilizacién a -20°C.

El gDNA de las neuronas dopaminérgicas fue cedido amablemente por el grupo de Eduardo
Ruiz Pesini de la Universidad de Zaragoza.

3.4.4. Reaccidén en cadena de la polimerasa: PCR

En este caso, se trata de una reaccién en cadena de la polimerasa que permite la
preparacion del material a secuenciar, a través de la amplificacién de un fragmento de DNA
convertido previamente con bisulfito, gracias a los primers convenientemente disefiados.
Las condiciones finales de la reaccion, como la temperatura de alineamiento de los primers
o la concentracién de magnesio, fueron determinadas previamente. La enzima utilizada fue
Thermus aquaticus de Sigma-Aldrich. El volumen de reaccién final (50 ul) contenia los
siguientes reactivos, con su correspondiente concentracion final: Taqg polimerasa (0,5 u/ul),
Buffer (1X), dNTPs (0,2 uM), Mg?* (2,5 mM), gDNA (2 ng/pl) y primers (0,4 UM) (Ver Anexo).
El gDNA se incubd, antes de afiadirse, 3 minutos a 1002C para favorecer la separacién de las
hebras de DNA.

La amplificacidn se llevé a cabo en el termociclador Veriti™ con el siguiente programa: 40
ciclos de 3 etapas de 30 segundos cada una a 942C, 602C y 729C, y una ultima etapa de 10
minutos a 722C. Los productos de PCR se separaron en un gel de agarosa al 2 % vy se
visualizaron del mismo modo que en el apartado 3.3.3.
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3.4.5. Secuenciacion del material genético por pirosecuenciacion

Gracias al uso de un primer biotinilado en la reaccion de PCR, fue posible separar una de las
cadenas utilizando perlas de estreptavidina-sefarosa y conocer su secuencia nucleotidica.

Las muestras se pirosecuenciaron por la unidad de gendmica del CIBA con el programa
PyroQ-CpG 1.09 de QIAGEN (Fig. 3.2). Este tipo de secuenciacidn se basa en la deteccion de
la sefal luminosa que se genera con la incorporaciéon del nucleétido correspondiente.
Cuando el nucledtido se incorpora, se libera un pirofosfato, que es usado por una ATP
sulforilasa para convertirlo en ATP, que la luciferasa, junto a la luciferina, transformara en
luz. La altura del pico es proporcional a la sefial luminosa registrada y, por tanto, el nUmero
de nucleétidos incorporados.

Assay
Nome o3 644
Note: ICo‘B with JSE44 perses
Sequrcs 10 Andlyoe
AAGAGTGAGGT TAGTTTTT I TATALGT TCGGT 1T/ CGTATGGTAGGGAGATG T GRAAAAG T TAUGTAAGGT TATAT /UGG TATATATAGT TATATAGT TTAGGTTATAT IGAGTAGGAGGAGTGIGG
Germrate Daponsaton Ode I
Dapensation Oider
L‘-&'\G&&TGA&Cl»“GI1GHCIGXO’-GTCGYA!GI-'-WYGYG—'v‘JG!EG!AGb‘JG&YCﬁTA?M»‘«MBTAL‘.h‘dGICGYA
Hetogam
Rebeth
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S
4
3
4
A GAGAGTGAGCIAGI TGATCTGTICAGTICOIATGIAGAGATGTGAATGICGIAGIATGATCGOIATATATAGIATATATGTCGTA
s 10 15 20 25 10 3s 40 45 50 ss €0 65 70 75 50

Figura 3.2.- Imagen del programa PyroQ-CpG 1.09 utilizado en pirosecuenciacion. En la parte superior el
nombre del experimento y los datos que se tienen de él, como el primer a usar. Posteriormente la
secuencia a analizar y el orden de dispensacién de los nucledtidos a la maquina. En la parte inferior, el
histograma, con el nimero de nucleétidos incorporados por orden.
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4. RESULTADOS

4.1. Acondicionamiento de las células ES [4]

Las células ES [4] se asemejan morfolégicamente a las células epiteliales con una relacién
nucleo-citoplasma caracteristica. Crecen en monocapa, formando colonias con bordes
definidos (Fig. 4.1). Las células se mantienen en el medio mTeSR™1, de la casa comercial
STEMCELL Technologies. Dicho medio tiene un coste elevado, por lo que se traté de adaptar
a las células hES al medio condicionado de fibroblastos (MEFCM) (Ver Anexos).

Amplificacion X5 Amplificacion X10 Amplificacion X20

Figura 4.1.- Morfologia de las colonias de las células ES [4].

La adaptacidn de la linea celular ES [4] al medio MEFCM se realizé en 4 fases, con diferentes
condiciones de cultivo, donde se disminuyd de forma progresiva la proporcion del medio
comercial mTeSR™1 (Tabla 4.1). Suponiendo que el medio comercial contenia el factor de
crecimiento FGF2, se suplementd con dicho factor al medio condicionado para evitar su
ausencia. Se uso6 una concentracion final de 8 ng/ml, al haber sido utilizada en otros ensayos
como el de Gerrard et al. 2005 (36) con unas condiciones de cultivo similares (cultivo en
Matrigel y uso del medio MEFCM).

Composicion del medio en cada fase mTeSR™1 MEFCM + 8 ng/ml de FGF2
Fase 1 (F1) 75% 25%
Fase 2 (F2) 50% 50%
Fase 3 (F3) 25% 75%
Fase 4 (F4) - 100%

Tabla 4.1.- Composicion del medio empleado en las distintas fases de adaptacion de las hESCs. Al medio
condicionado de MEFs (MEFCM) se le suplemento el factor de crecimiento FGF2, a una concentracién de
8 ng/ml.
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Al pasar las células hES con ReLeSR™, parte de ellas se mantuvieron en el medio en el que
se encontraban y parte se usaron para probar una nueva fase del acondicionamiento (Fig.
4.2), con un cambio en la composicién del medio segln la fase (Tabla 4.1). Las células se
pasaron cada 4 6 5 dias, con una dilucién 1:3 o 1:4, segun el tamafio de las colonias y
confluencia. La evaluacién de la conservacidn de la pluripotencia de las distintas fases de
acondicionamiento se testé morfolégicamente, mediante la siembra de las células en un
medio compuesto Unicamente por mTeSR™1 y genéticamente, analizando marcadores de
pluripotencia por PCR.

(=51
Figura 4.2.- Representacion del proceso de
o @ adaptacion de las células ES [4] del medio
o ° o o mTeSR™1 al medio condicionado de
fibroblastos de ratén (MEFCM).
-

Los circulos indican la fase en la que nos

encontramos vy las flechas los pases de las
2 — 2 — R — F2 ,

células, en los que se pueden mantener esas

o @ condiciones, iniciar nuevas (una nueva fase)
o bien volver al medio mTeSR™1.

F4 en mTeSR™1

Al comenzar el proceso de adaptacidn de las células ES [4] y usar un 25% de MEFCM (Fase

1) (Tabla 4.1), se observé un cambio significativo en la morfologia, que se mantuvo en el resto
de las fases de adaptacién (F2, F3 y F4). Dicho cambio consistid principalmente en un
aumento del tamaiio de las células que componian la colonia y una pérdida de la definicidn
de los bordes de la misma (Fig. 4.3).

mTeSR™1 Fase 1

Figura 4.3.- Imagen de las colonias de ES [4] en dos condiciones de cultivo. En mTeSR™1 se observaron
colonias compactas de bordes definidos, a diferencia del medio utilizado en la primera fase del proceso
de adaptacion (Fase 1). Fase 1: 25% MEFCM + 75% mTeSR™ 1. Amplificacion x10.
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El cambio de composicion del medio durante el acondicionamiento afectd negativamente a
la tasa de crecimiento celular. Se observé una menor frecuencia de pase, cada 4 6 5 dias, y
una dilucién mayor, 1:3 o 1:4, en comparacion con las células en el medio mTeSR™1, pase
cada 3 6 4 dias con una dilucién 1:8 o0 1:10. En la fase 4 del acondicionamiento, en la que el
medio no contuvo mTeSR™1, las colonias tuvieron mucha muerte celular (Fig. 4.4A) y las
células mostraron un aspecto fragmentado (Fig. 4.4B), que no mejord con el paso del tiempo,
ni con el aumento de la densidad celular del cultivo. La disminucién de la viabilidad en el
tiempo con cada pase indicé que, bajo las condiciones propuestas, no se consiguié el
crecimiento de las hESCs (Tabla 4.1).

Figura 4.4.- Imagen de las colonias de hESCs en la fase de adaptaciéon F4. Células mantenidas en las
condiciones de cultivo de la fase 4 (100% de MEFCM) durante 21 (A) y 22 dias (B), habiendo realizado 4
pases celulares. Muerte celular en las colonias (zonas de coloracion mas clara) (A) y células con aspecto
fragmentado (B). Amplificacién x20.

El cambio en la forma de las colonias puede indicar que las células se estan diferenciando.
Para comprobar que las células en las distintas fases seguian siendo pluripotentes, se
decidié sembrar las células en el medio comercial mTeSR™1 (Fig. 4.5). Al volver de nuevo al
medio original, se recuperd la morfologia tipica de las colonias, mas compactas y de bordes
definidos. Esto indicé que el cambio en su forma no se debia a que se estuvieran
diferenciando.

Estos resultados morfoldgicos se corroboraron con estudios de expresién de factores de
trascripcidn asociados a pluripotencia (OCT4 y REX1). Primero se realizé la puesta a punto
de estos ensayos, determinando que la temperatura de alineamiento de los primers (Tm)
era de 602C y la concentracion de Mg?* de 1,5 mM. También se analizé la especificad de los
primers a través del uso de controles negativos, células o tejidos donde no se espera
encontrar expresidn. Se escogieron como controles negativos placenta y células
mononucleares de sangre periférica (PBMCs) por su disponibilidad en el laboratorio. En los
ensayos, se utilizé el gen constitutivo GAPDH como control interno de la cantidad de cDNA
afiadido y MQ como control de ausencia de amplificacién sin cDNA.
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Fase del acondicionamiento

mTeSR™1 + MEFCM con 8 ng/ml de FGF2 Fase - mTeSR™1

Fase 2
(F2)

50% MEFCM
+

50% mTeSR™1

Fase 3
(F3)

75% MEFCM
+

25% mTeSR™1

Fase 4
(F4)

100% MEFCM

Figura 4.5.- Comparacion de las colonias en las fases del proceso de adaptacion al MEFCM y mTeSR™1.
Colonias de las células ES [4] en las diferentes composiciones de los medios utilizados en las fases de
acondicionamiento: F2 (50% MEFCM + 50% mTeSR™1), F3 (75% MEFCM + 25% mTeSR™1) y F4 (100%
MEFCM). Amplificacién x10.
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En cuanto a OCT4, se observo un producto de amplificacidon del tamano esperado (573 pb)
en el cDNA de las hESCs. También se obtuvo producto de amplificacién en placenta y PBMCs,
aunque de menor intensidad (Fig. 4.6A). En el caso de REX1, se analizaron dos parejas de
primers: REX1 (1) y REX1 (2). Se observaron productos de amplificacién del tamafio esperado
(480 y 420 pb, respectivamente) en hESCs y en placenta, donde la intensidad de la banda
fue menor. No se observaron bandas en PBMCs (Fig. 4.6B). Esto indicé que la especificidad
de los primers de REX1 fue mayor que la de los primers de OCT4. Se decidié usar finalmente
la pareja REX1 (2) al haber obtenido una amplificacion menor en placenta y una mejor

definicion del amplicon.

£ w
A B 4 @ 9
2 8 3 ¢
s £ o a 2
c 7]
g 8 3
a 8§ 2 g REX1 (1)
£ o a 2

Figura 4.6.- Puesta a punto de los ensayos de expresion para OCT4 y REX1 y comprobacion de la
especificidad de los primers en placenta y PBMCs. Uso de hESCs como control positivo. Placenta y PBMCs
como control de especificidad de los primers OCT4 y REX1. (A) Andlisis de la expresion de OCT4. B) Analisis
de la expresion de dos parejas de primers de REX1 (REX1 (1) y REX1 (2).

Tras la puesta a punto de los ensayos, se llevé a cabo el estudio de expresion en las células
hESCs en las fases de adaptacién F2, F3 y F4. Se obtuvieron productos de amplificacion del
tamafio esperado para OCT4 y REX1 en las células analizadas (Fig. 4.7). No se observaron
diferencias claramente significativas entre las células en los diferentes estadios del proceso
de acondicionamiento. Esto indicd que las células adaptadas seguian expresando

marcadores de pluripotencia a pesar del cambio morfoldgico.

hESCs
PBMCs
MQ

F2
F3
F4

OCT4

REX1

GAPDH

Figura 4.7.- Expresion de OCT4 y REX1 en las células hESCs obtenidas en las diferentes fases del
acondicionamiento: F2, F3 y F4. PBMCs como control de especificidad de los primers de OCT4y REX1. MQ

como control negativo.
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4.2. Puesta a punto del ensayo de citometria

Con el objetivo de poder caracterizar las hESCs por citometria, se pusieron a punto unos
ensayos y se optimizaron las concentraciones de los anticuerpos. Los anticuerpos fueron los
factores de transcripcion OCT4 y NANOG, y el glucoesfingolipido de superficie SSEA4, todos
ellos marcadores caracteristicos de las hESCs. Para analizar la presencia o ausencia de estas
proteinas, se realizaron marcajes tanto a nivel de membrana, en el caso de SSEA4, como a

nivel intracelular-nuclear, en el caso de OCT4 y NANOG.

Para optimizar la concentracion de los anticuerpos se testaron 3 concentraciones, dos de
ellas en el limite del rango recomendado por la casa comercial (2 pg/mly 5 pg/ml), y una
concentracion inferior (0,5 pig/ml) (Fig. 4.8). La poblacion de interés a analizar se seleccioné
segun el tamaiio, complejidad celular y viabilidad. Los cuadrantes se definieron atendiendo

a la autofluorescencia de las células y la fluorescencia inespecifica del anticuerpo

secundario.
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Figura 4.8.- Optimizacion de la concentracion de los anticuerpos primarios aSSEA4, aNANOG y

aOCT4 para su uso en citometria. En la parte superior, las 3 concentraciones a testar en las hESCs:
0,5, 2 y 5 pg/ml. En el lateral, los anticuerpos analizados (aSSEA4, aNANOG y aOCT4). Resultados
representados como diagrama de puntos en funcidn de la sefial de fluorescencia (FITC) y el tamafio
celular (FSC). Los nimeros de la tabla hacen referencia al porcentaje de poblacion de cada cuadrante.
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Se encontro sefial de fluorescencia positiva (Fig. 4.8) para todas las concentraciones de los
anticuerpos analizados en las hESCs. En el caso de aSSEA4, el porcentaje de poblacion
positiva medio para las 3 concentraciones fue del 99,8% (99,5% para 0,5 pg/ml, 100% para
2 pug/mly 99,82% para 5 pg/ml). Para aNANOG, el porcentaje de poblacién positiva medio
fue de 98,2% (96,7% para 0,5 ug/ml, 98,18% para 2 ug/mly 99,82% para 5 pig/ml). En el caso
de aOCT4, el porcentaje de poblacidn positiva medio fue del 81% (47,9% para 0,5 pg/ml,
98,31% para 2 ug/mly 96,90% para 5 pug/ml). Las concentraciones mds apropiadas para usar
los anticuerpos se determinaron en funcién del porcentaje de poblacidn positiva (siendo
necesario un porcentaje mayor al 90%) y el uso razonable de los reactivos, que supusiera el
menor consumo posible. Asi, se decidié que las concentraciones para usar los anticuerpos
eran 0,5 pg/ml para aSSEA4 y aNANOG, y 2 ug/ml para aOCT4.

Una vez se demostro que los anticuerpos marcaban un alto porcentaje de hESCs (Fig. 4.8), se
comprobd la especificidad de unidn de los anticuerpos primarios con una linea de células
trofobldsticas de ratdon (TSB7), que no expresa los marcadores del estudio (54). El ensayo de
especificidad mostré que, los anticuerpos aSSEA4 y aOCT4 se unian de forma especifica,
con un porcentaje de poblacién positiva para el marcaje fluorescente en las células TSB7
bajo (1,13% para 0,5 pug/ml de aSSEA4, 0,77% para 2 pg/ml de aOCT4 y 1,70% para 2 pug/ml
de aOCT4). El anticuerpo aNANOG se unié de forma inespecifica, al encontrar sefal de
fluorescencia en las células TSB7, con un porcentaje de poblacidn positiva elevado (80,67%
para 0,5 pug/mly 68,99% para 2 pug/ml) (Fig. 4.9). Para tratar de solucionar la aparente falta
de especificidad de aNANOG, se introdujo en el protocolo un paso de bloqueo de entre 15
y 30 minutos usando albumina sérica bovina o suero fetal bovino. Este tratamiento no
mejord los resultados (datos no mostrados), indicando que no hay tincidn especifica de
NANOG, invalidando su uso.
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Figura 4.9.- Estudio de la especificidad de los anticuerpos primarios aSSEA4, aNANOG y aOCT4 en
células trofoblasticas de raton (TSB7). En la parte superior, tipos celulares empleados en el estudio
(TSB7 y ES [4]). En el lateral, los anticuerpos analizados (aSSEA4, aNANOG y aOCT4). En la parte
superior de cada fila de anticuerpos, la concentracion a la que se testaron (0,5 pig/ml para aSSEA4 en
TSB7 y hESCs, 2 pg/mly 5 pg/ml para aOCT4 en TSB7, 2 ug/ml para aOCT4 en hESCs, 0,5 pg/mly 2
pg/ml para aNANOG en TSB7 y 0,5 pg/ml para aNANOG en hESCs). Resultados representados como
diagrama de puntos en funcién de la sefial de fluorescencia (FITC) y el tamafio celular (FSC). Los
nameros de la tabla hacen referencia al porcentaje de poblacién de cada cuadrante.
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4.3. Establecimiento de la linea de precursores neuronales

Con el objetivo de generar un modelo celular que permitiera estudiar diferentes aspectos
relacionados con esclerosis multiple, como la metilacién de HERV-W, se traté de establecer
una linea de precursores neuronales denominada It-NES (long term neuroephitelial stem
cells).

El procedimiento que se siguid constd de una serie de pasos (Ver Materiales y Métodos) que
requirieron su optimizacién. La diferenciacion comenzé con la generacidn de los EBs a partir
de las hESCs y, posteriormente, el neuroectodermo primitivo, que se caracterizé por la
formacidn de las estructuras denominadas rosetas. Finalmente, se obtuvieron las células It-
NES (Fig. 4.10) (38).

hESCs Rosetas

Figura 4.10.- Principales estadios en el proceso de diferenciacién. Imagenes del cultivo en algunas de las
etapas claves de la diferenciacion: hESCs, EBs, rosetas y precursores neuronales It-NES (long term
neuroepithelial stem cells). Amplificacion x 10.

En primer lugar, se probaron dos reactivos diferentes para levantar las hESCs, ReLeSR™ y
Acutasa (Ver Materiales y Métodos). En el caso de ReLeSR™, se formaron pequefios agregados
celulares que favorecieron la supervivencia celular. A las 24 horas los EBs ya se habian
formado y tenian bordes definidos. La Acutasa disocié a las células en single cells, siendo
necesaria la adicion de Rl para favorecer la viabilidad. A las 24 horas se habian formado
algunos EBs, pero la mayoria de los agregados celulares se encontraban adheridos a la placa
y eran levantados al cambiar el medio. Con el tiempo, los cuerpos formados con Acutasa
aumentaron su tamano y la definicién de sus bordes, mientras que los cuerpos generados
con ReLeSR™ empeoraron, reduciendo la definicidon de su contorno y viabilidad (Fig. 4.11). El
seguimiento de la progresion de los cuerpos hasta el 4 6 5 dia, indicé que, el reactivo con el
que se formaban mejores EBs y habia mayor supervivencia fue la Acutasa.
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Tiempo ReLeSR™ Acutasa

Oh

24 h

72 h

Figura 4.11.- Evolucion en el tiempo de los cuerpos embrioides segun el reactivo usado para su
formacioén. En el caso de ReLeSR™, pequefios agregados a las O h, cuerpos formados a las 24 h y pérdida
de la viabilidad de los cuerpos a las 72 h. Para Acutasa, células disociadas a las 0 h, cuerpos principalmente
adheridos a la placa y en formacién a las 24 h y cuerpos formados, con bordes definidos, a las 72 horas.
Imagenes pertenecientes a uno de los intentos realizados, empleando un medio EB que contenia suero
fetal bovino y KO-DMEM. Amplificacién x10.
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Los EBs se mantuvieron en suspension durante los dos primeros dias en medio mTeSR™1y
los 2 siguientes en medio EB. Al comienzo, se utilizé un medio EB (EB (1)) que contenia KO-
DMEM vy suero fetal bovino. Con este medio se obtuvo un bajo o nulo rendimiento en la
obtencidn de rosetas, por lo que, tras mas de 3 intentos fallidos, se decidié modificar el
medio, utilizando KSR (Knockout serum replacement) en lugar de suero y DMEM/F12 en
lugar de KO-DMEM (medio EB (2)). Con el uso del nuevo medio EB (2) se consiguié un
aumento de la viabilidad celular y la formacién de rosetas (Fig. 4.12).

Medio EB (1) Medio EB (2)

Diferencias en la composicion del medio

KO-DMEM DMEM/F12

Suero Fetal Bovino Knockout Serum replacement (KSR)

Figura 4.12.- Diferencias entre los diferentes medios EB utilizados. En el medio EB (1), compuesto por
KO-DMEM vy suero fetal bovino, ausencia de rosetas y presencia de células con aspecto diferenciado;
aplanadas, nucleo mas definido y bordes mas suaves. En el medio EB (2), con DMEM/F12 y KSR como
componentes, presencia de rosetas (marcadas con flechas negras). Imagenes al dia 10 (D10) de uno de
los intentos de diferenciacion. Amplificacion x10.

4.3.1. Formacion de las rosetas

Los EBs de 5 dias se sembraron en placas con PLO/LN y se cambid al medio ITSFN (ver
Materiales y Métodos). Este medio de induccidn se caracteriza porque, en él, la mayoria de las
células mueren y sélo sobreviven y proliferan en el tiempo los precursores neuronales (31).

Al comienzo, los EBs se adhirieron a la placa y empezaron a generar una monocapa de
células a su alrededor (Fig. 4.13 EB (D7)). Con el tiempo, las células de la zona central del
cuerpo comenzaron a organizarse, iniciando la formacion de las rosetas (Fig. 4.13 EB (D11)).
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Las rosetas estaban compuestas por células alargadas agrupadas en torno a un centro,
formando una especie de rosco. Las células que compusieron estas rosetas acabaron
teniendo un crecimiento tridimensional, dando volumen a las mismas (Fig. 4.13 EB (D20)).

EB (D7) EB (D11) EB (D20)

Figura 4.13.- Proceso de formacion de las rosetas. EB (D7): cuerpo adherido a la placa y generacion de
monocapa de células a su alrededor. EB (D11 y D20): Rosetas (flechas negras) en la parte central del
cuerpo embrioide. Amplificacion x10.

Hay protocolos como Koch et al. 2009 (32) y Falk et al. 2012 (33), donde no se utiliza FGF2,
a diferencia de otros como Zhang et al. 2001 (55). Para comprobar si la presencia de FGF2
tiene un efecto sobre la induccién neuronal y, por tanto, la formacién de rosetas, se estudid
el nimero de EBs que generaron estas estructuras, en ausencia o presencia de 10 ng/ml de
FGF2 en el medio ITSFN. La proporcion de EBs con rosetas se calculd contando aquellos EBs
donde se formaron estas estructuras respecto a los que se sembraron. Sin FGF2, tan solo un
22% de los cuerpos sembrados formaron rosetas respecto al 43% en presencia de 10 ng/ml
de FGF2 (Fig. 4.14).

p=0.006

W 60 I \
£ 50

8 40

S

g 30

o 20

2 10

X 0

Sin FGF2 10 ng/ml de FGF2

Condiciones testadas

Figura 4.14.- Efectos de FGF2 sobre la formacion de rosetas. Cuantificacion del nimero de EBs con
rosetas respecto al total de EBs que se sembraron, en la primera ronda de seleccion de rosetas (15 dias,
D15). Datos procedentes de la media de 3 ensayos, con su correspondiente desviacién estandar como
error. p.valor= 0.006 (t-student).
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4.3.2. Seleccion de las rosetas

En torno a los 10 dias de cultivo de los EBs en el medio ITSFN (dia 15 del protocolo, D15), se
seleccionaron las rosetas. Se probaron dos estrategias para obtenerlas, el método mecanico
y el enzimatico.

Para el método mecanico se usd una punta de micropipeta P200 que rascé a ciegas los
cuerpos que contenian rosetas y habian sido marcados en el exterior de la placa
previamente con ayuda de un microscopio. Al no poder controlar realmente lo que se esta
levantando, este método produjo una contaminacién con otros tipos celulares. No se
aislaron las rosetas Unicamente, sino que, por la morfologia amorfa y variaciéon de la
tonalidad del agregado, se levantd mas bien todo el cuerpo embrioide (Fig. 4.15). Por ese
motivo, se decidié probar el reactivo STEMdiff™ Neural Rosette Selection Reagent. Este
reactivo permitié un aislamiento mds especifico de la regién del cuerpo donde se
encontraban las rosetas, evitando la contaminacién con células no deseadas al dejarlas
adheridas a la placa (Fig. 4.16). Asi, se considerd preferible su uso de cara a obtener
poblaciones mas puras.

Figura 4.15.- Producto del aislamiento mecanico de las rosetas y su posterior tripsinizacion. A) Agregado
celular tras el aislamiento mecdanico de las rosetas y su mantenimiento un dia en suspension. Restos de
rosetas en el interior (flechas negras). B) Resultado de la tripsinizacion de los agregados. Amplificacion
x10.

Figura 4.16.- Aislamiento enzimatico de las rosetas con el reactivo STEMdiff™ Neural Rosette Selection
Reagent. A) Cuerpos plagueados en el dia 15 con rosetas (flechas negras). B) Restos de células que quedan
en la placa tras la seleccidn de las rosetas con el reactivo de seleccion. Amplificacion X10.
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Los distintos métodos utilizados no fueron destructivos y no afectaron a la viabilidad celular.
Asi, tras el aislamiento de las rosetas, se mantuvo el resto de células en cultivo. Cuerpos que
no presentaron rosetas en el primer aislamiento las generaron con el tiempo (Fig. 4.13 EB
(D20)).

El mantenimiento de algunos EBs en el medio ITSFN, sin la adicion del factor de crecimiento
FGF2 tras el aislamiento de las rosetas, produjo la aparicién de unas células que,
morfolégicamente, se asemejaban a las neuronas. Se observaron células con un soma o
cuerpo neuronal iluminado, del que partian unos axones delgados que conectaban unas con
otras (Fig. 4.17).

Amplificaciéon X20 Amplificaciéon X40

Figura 4.17.- Imagen de algunas neuronas en los cultivos de EBs plaqueados. Neuronas obtenidas a partir
de los cuerpos embrioides plagueados en medio ITSFN y sin factor de crecimiento FGF2 durante 5 dias.
Imagenes tomadas en el dia 23 de una de las tandas de diferenciacion.
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4.3.3. Obtencion de las células It-NES

Tras el aislamiento de las rosetas, se llevd a cabo el establecimiento de la linea de
precursores neuronales [t-NES. Al principio se probd su obtencion siguiendo el protocolo
de Koch et al. 2009 (32), que incluye un paso previo de formaciéon de neuroesferas. Las
rosetas se aislaron, se mantuvieron en suspension en el medio Basico con 20 ng/ml de FGF2
y, tras 24 horas, se tripsinizaron y sembraron. Las neuroesferas que se obtuvieron, por su
cambio de coloracién, con regiones mads oscuras que otras, y su morfologia amorfa y poco
esferoidal, parecieron mas restos de EBs que neuroesferas (Fig. 4.15A). Tras tripsinizar y
sembrar estos agregados, las células no sobrevivieron (Fig. 4.15B).

Posteriormente, se intentd conseguir la poblacidn celular siguiendo el protocolo del reactivo
STEMdiff™ Neural Rosette Selection Reagent. Las rosetas aisladas fueron directamente
sembradas a alta densidad. En este caso, se observaron restos de agregados celulares, que,
con el tiempo y el pase de las células, desaparecieron. Asi, se consiguié una poblacién que,
a nivel morfoldgico, se asemejod a la que se queria obtener (Fig. 4.18).

La organizacién de las células It-NES obtenidas formando rosetas no estuvo tan definida
como en las It-NES ya establecidas, pero tendieron a crecer formando como agregados (Fig.
4.18).

It-NES establecidas It-NES obtenidas

Figura 4.18.- Comparacion morfologica entre las células It-NES ya establecidas y células It-NES
obtenidas. Las células obtenidas (It-NES obtenidas) crecieron agrupandose formando una estructura
similar a las rosetas. La imagen de las It-NES ya establecidas proviene de células en cultivo del grupo de
Z.Kokaia, utilizadas en articulos como Tornero et al. 2013 (56).
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4.3.4. Seguimiento del protocolo de diferenciacién

Con el objetivo de comprobar si el proceso de diferenciacién estaba funcionando se
realizaron una serie de andlisis. Ademads del seguimiento morfoldgico, ya indicado en los
apartados anteriores, se realizaron estudios de expresién génica en los puntos que se
consideraron claves del protocolo. Previamente, se pusieron a punto dichos ensayos y se
determiné la Tm de los primers (602C) y la concentracion de Mg?* necesaria (1,5 mM).

Para los marcadores de pluripotencia OCT4 y REX1, se obtuvo un amplicén del tamaio
esperado (573 y 420 pb, respectivamente) en hESCs, EBs (D5), EBs (D22) y rosetas, con una
disminucién de la intensidad en los dos ultimos casos, lo que indicé una disminucién de la
expresion. La intensidad del producto de amplificacién en EBs (D22) y rosetas fue mayor en
OCT4 que en REX1. En el caso de los marcadores de precursores neuroepiteliales PAX6, SOX1
y NESTIN, se observaron productos del tamafo esperado (207, 464 y 143 pb) en todos los
tipos celulares. La intensidad de la banda fue en aumento en el caso de SOX1 y PAX6
mientras se avanzaba en el proceso de diferenciacion. En el caso de NESTIN, la intensidad
apenas se modificé entre las diferentes muestras analizadas (Fig. 4.19).
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EBs (D22) Rosetas (D14)

Figura 4.19.- Estudio de expresion de OCT4, REX1, PAX6, SOX1 y NESTIN en los estadios claves del
protocolo de diferenciacion: hESCs, EBs de 5 dias, EBs con rosetas de 22 dias y rosetas aisladas. A la
derecha, imagenes del cultivo celular al que corresponde el cDNA que se uso en el estudio de expresion.

Amplificacion de las imagenes x10.
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4.4. Niveles de metilacion de HERV-W/MSRYV en el cromosoma 19

Para analizar el grado de metilacién de una de las copias de HERV-W/MSRV en el
cromosoma 19, fue necesaria la preparacion del material genético tratado con bisulfito
usando la técnica de PCR y unos primers disefiados con anterioridad (Fig. 4.20). Dichos
primers amplificaron un fragmento de la regidon ENV.

Fw Primer
5  AAATTTATCGCGGATTTTTGGATCGGTTTGTTAGTTTATGTTTTAATGTTAATGATATCG 3’

Rv Primer
Fw Primer: TTTTTTAAGAATGAGGAGATGGA

Rv Primer: TCTCAACAAAAAAACCCAAA- Bio

Figura 4.20.- Secuencia tratada con bisulfito amplificada por los primers disefiados (Forward Primer: FW
Primer y Reverse Primer: Rv Primer). En rojo y negrita se representan los 4 dinucledtidos CpG de los que
se va a analizar su metilacién por pirosecuenciacion. Primers disefiados en la regién ENV. El primer reverso
contiene una cola de biotina (circulo naranja).

La visualizacion de los productos de amplificacion de PCR se realizé siempre antes de la
secuenciacion, para comprobar que la reaccidn habia tenido lugar y habia suficiente
material para poder secuenciar. El producto amplificado por PCR contenia 4 dinucleétidos
CpG (Fig 4.20), de los que se analizd su grado de metilacidn por pirosecuenciaicon. Tras tratar
el DNA gendmico con bisulfito, las citosinas no protegidas por metilacidn se convirtieron en
uracilos y se secuenciaron como timinas. Las citosinas metiladas en C5, que se encuentran
formando parte de los dinucleétidos CpG, no se vieron modificadas y se secuenciaron como
citosinas. A partir de esta base tedrica, el programa de pirosecuenciacién Pyro Q-CpG 1.0.9
determind el porcentaje de metilacion de cada CpG dividiendo la incorporacion de las
citosinas frente a las citosinas y timinas (%C = C/C+T). Los datos se dieron en forma de
pirograma (Fig. 4.21).

La representacion de los datos obtenidos de los diferentes pirogramas en graficos (Fig. 4.22),
permitid la comparacidn entre las muestras analizadas: PBMCs, hESCs, cuerpos embrioides
en dia 5 (EBs D5), precursores neuronales (NSC) y neuronas dopaminérgicas (Ver Materialesy
Métodos). Los niveles de metilacién fueron muy similares, superiores en la mayoria de los
casos al 90% de metilacidon. Se encontraron valores inferiores en CpG1 de NSC (87,51%),
CpG2 de NSC (89,04%) y neuronas dopaminérgicas (82,87%) y CpG4 de neuronas
dopaminérgicas (79,29%). A nivel global, teniendo en cuenta la metilacion media de las 4
CpGs, todos los tipos celulares presentaron hipermetilacién, con unos valores entorno al
90%.
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E10 : AAATTTATT/CGT/CGGATTTTTGGATT/ CGGTTTGTTAGTTTATGTTTTAATGTTAATGATATT/CG
89% 100% 97% 89%
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Figura 4.21.- Pirograma obtenido de una de las muestras de PBMCs secuenciadas. En la parte superior
se encuentra la secuencia a analizar, reflejando la posibilidad de secuenciar citosinas o timinas (C/T). Los
recuadros con los porcentajes indican el grado de metilacion y la calidad con la que han pasado el ensayo
segun la coloracidn (Azul: bien y amarillo: necesidad de revisidn por el técnico). Los picos se corresponden
a la sefal luminosa que recoge la maquina, proporcional al nimero de nucleétidos incorporados en la
secuencia. En la parte inferior se encuentra el orden de dispensacién de los nucleétidos. Se suele
incorporar un nucleétido extra (C de coloracidon mas grisacea) como control negativo interno (C-).

HPBMCs ®hESCs EBs (D5) Precursores neuronales (NSC) ® Neuronas Dopaminérgicas
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CpG 1 CpG2 CpG3 CpG4 Cl’ a
W PBMCs 90,6 91,2 98,8 93,8 93,6
M hESCs 95,7 94,9 97,4 90,8 94,7
EBs (D5) 96,8 93,4 98,5 97,3 96,5
Precursores neuronales (NSC) 87,51 89,04 95,96 93,8 91,6
B Neuronas Dopaminérgicas 95,21 82,87 99,61 79,29 89,2

Figura 4.22.- Grado de metilacion de una copia de HERV-W/MSRV en el cromosoma 19. Anilisis de la
metilacion de cada una de las 4 CpGs y a nivel global, media de las 4 CpGs. Muestras analizadas: PBMCs,
hESCs, EBs en dia 5, precursores neuronales (NSC) y neuronas dopaminérgicas. Los datos de las 4 CpGs
representan la media de varias mediciones del mismo ensayo, con su correspondiente desviacion
estandar. En el caso de los precursores neuronales y neuronas dopaminérgicas sélo se realizd una
medicidn.
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5.DISCUSION

5.1. Acondicionamiento de las células ES [4]

En el acondicionamiento de las células ES [4] se logré sustituir el 75% del medio comercial
mTeSR™1 por MEFCM sin perder la viabilidad celular ni la expresién de marcadores de
pluripotencia (Fig. 4.7). Las hESCs se han cultivado tradicionalmente en este tipo de medio
condicionado, tal y como se recoge en Gerrard et al. 2005 (36). La imposibilidad de
adaptacion completa de las células se pudo deber a que el medio MEFCM requeria algun
componente adicional, cuya ausencia no fue compensada al eliminar el medio mTeSR™1.

El andlisis de especificidad de los primers para OCT4 reflejé un problema frecuente que
encuentran otros investigadores. Se obtuvo producto de amplificacién en ambos controles
negativos, tanto en placeta como en PBMCs (Fig. 4.6A). OCT4 codifica para un factor
transcripcional que juega un papel fundamental en el mantenimiento de la pluripotencia y
la capacidad proliferativa de las hESCs (57). No obstante, su uso como marcador de
pluripotencia se ha visto comprometido al encontrarse expresién en células diferenciadas,
como es el caso de las PBMCs (58,59). Es importante distinguir en los estudios entre las dos
isoformas que codifica el gen, OCT4A y OCT4B, ya que Unicamente OCT4A tiene un papel en
el mantenimiento de la pluripotencia. La gran homologia entre las isoformas y pseudogenes
de OCT4, dificulta el disefio de primers que eviten confusiones y falsos positivos (60). Por
este motivo, en los ultimos afos, el estudio de OCT4 no se suele considerar suficiente para
determinar que una célula es pluripotente y se requieren otros marcadores, como REX1
(58). El analisis de especificidad de los primers para REX1 mostré una débil banda de
amplificacidn en el control negativo de placenta (Fig. 4.6B). A nivel murino, REX1 se expresa
en determinadas zonas, ejerciendo un papel importante en la supervivencia del embrién
(61). Para el ser humano, se requeririan mas estudios que demostraran si REX1 se expresa
o no y la funcion que ejerceria.

El estudio del mantenimiento de la pluripotencia de las células en las diferentes fases del
proceso de adaptacion se realizd por PCR (Fig. 4.7). Otro test rutinario que existe para
comprobar la pluripotencia de las hESCs es la formacidn de EBs, que son ademas el primer
paso de muchos protocolos de diferenciacidn (48). De esta forma, se habria comprobado si
las células adaptadas seguian siendo pluripotentes y si ademas eran capaces de usarse en
protocolos de diferenciacion.

El acondicionamiento de las células logré reducir el uso del medio comercial mTeSR™1, pero
también disminuyé la tasa de crecimiento de las hESCs. Esto supone un incremento del
tiempo necesario para obtener la cantidad suficiente de células para llevar a cabo los
protocolos de diferenciacion, pudiendo llegar a ser un problema. Ademas, el medio MEFCM,
requiere una preparacion previa, que también consume tiempo.
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Por otro lado, se estdn tratando de estandarizar los protocolos, para lo que es necesario
reducir la variabilidad existente en los diferentes lotes de suero y fibroblastos usados en el
cultivo tradicional de las células madre (26). Por ese motivo, en los ultimos anos, se han
desarrollado medios quimicamente definidos como mTeSR™1 y matrices especiales como
Matrigel. La sustitucién del medio mTeSR™1 por MEFCM pudo reducir los costes, pero
introdujo una fuente de variabilidad que dificulta la estandarizacién de los protocolos. Por
todo ello, a pesar de haber conseguido reducir el uso de mTeSR™1 en el mantenimiento de
las hESCs, cabe preguntarse si para determinados experimentos, especialmente aquellos
gue necesitan gran cantidad de células, merece la pena.

Finalmente, se estdn desarrollando nuevos medios mejorados, como es el caso de
StemFlex™ Medium de Thermo Fisher (A3349401), que seria interesante testar en estas
células para ver los efectos que tiene sobre ellas.

5.2. Puesta a punto del ensayo de citometria

La intencién inespecifica de NANOG (Fig. 4.9) invalidd su uso. De cara a utilizar un nuevo
anticuerpo, se podria probar uno de otra casa comercial como Abcam (ab109250) o Santa
Cruz (sc-293121), para ver si son mas especificos. Otros anticuerpos distintos a aNANOG
que se podrian testar serian aREX1 y aSOX2. SOX2 es un factor de transcripciéon que forma
parte, junto con OCT4 y NANOG, de la principal red de factores de transcripcidon que
interviene en la regulacion de la pluripotencia, compartiendo muchos de sus genes diana
(30). REX1 también es un factor de transcripcidn que se emplea como marcador de
pluripotencia (29). Dado que el anticuerpo que ha fallado, aNANOG, es también un
marcador de pluripotencia, aREX1 y aSOX2 podrian ser buenos sustitutos.

A la hora de realizar los ensayos de citometria, uno de los principales problemas que se tuvo
fue la distincién de las células vivas de las muertas. La seleccidn de las células vivas es
importante ya que en ocasiones los anticuerpos pueden dar mayor fluorescencia en las
células muertas al acumularse en ellas, alterando los resultados obtenidos. En los
experimentos de citometria se utilizd para distinguir las células muertas el reactivo SYTOX
de Thermo Fisher (Ver Materiales y Métodos). El problema de este reactivo es que no aguanta
la fijacion de las células, por lo que su fluorescencia se pierde en los marcajes intracelulares,
no pudiendo distinguir células muertas de vivas. Esto es lo que ocurrié en el estudio de OCT4
y NANOG, que pudo afectar a los resultados obtenidos, al no haber podido distinguir las
diferentes poblaciones. Para solucionar este problema, se podrian usar otros reactivos que
aguantan la fijacion como Live/Dead Fixable Dead Cells Stain de Thermo Fisher.
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5.3. Establecimiento de la linea de precursores neuronales

El protocolo que se usé (Koch et al. 2009 (32)) generd, a partir de hESCs, células capaces de
proliferar indefinidamente con propiedades neurogénicas estables a lo largo del tiempo, los
precursores neuronales denominados It-NES. Estas células, por los marcadores que las
caracterizan (SOX1, PAX6, NESTIN), representan un estadio temprano del desarrollo del
sistema nervioso central. Por ese motivo, son una herramienta muy buena en el estudio de
transmisiones sindpticas entre neuronas y enfermedades neurodegenerativas, siendo la
esclerosis multiple una de ellas (33).

El proceso de diferenciacion se baso en la formacion de EBs. Los cuerpos se tenian que
mantener en suspensién en el medio EB. Al principio, se usé un medio que contenia suero
y KO-DMEM (medio EB (1)). El bajo rendimiento en la obtencién de rosetas, que son las
primeras indicadoras de induccion neuronal, hizo que se cambiara este medio por el medio
EB (2). Con las nuevas condiciones si que se obtuvieron rosetas (Fig. 4.12). La diferencia en
su composicidon (Fig. 4.12) demostré que, la presencia de suero fetal bovino afectd
negativamente al proceso de diferenciacidon. Zhang et al. 2001 (55) ya recomendd usarlo lo
minimo posible, al ser contraproducente en la diferenciacion. Ademads, proponia su uso,
como caso extremo, si habia problemas en la adherencia de los EBs al sembrarlos. Esto
ultimo, respaldé la posible implicacion del suero en la adhesién de los cuerpos a las placas
Petri mientras se tenian que mantener en suspension y que fue contraproducente para la
diferenciacién.

El uso del nuevo medio EB (EB (2)), dificulto la adhesién de los cuerpos al sembrarlos y fue
necesaria la utilizacidn, no solo de Poli-L-ornitina, sino también Laminina (Ver Materiales y
métodos). La laminina es una glicoproteina implicada en numerosas funciones, como la
adhesidn, supervivencia o desarrollo (62). Esta glicoproteina probablemente favorecio,
junto con el cambio de medio, a la formacién de rosetas. Estudios han demostrado que, el
cambio del tipo de laminina empleada para generar las superficies de cultivo puede afectar
al fenotipo y capacidad de diferenciacion de las células (datos no publicados). Estos ensayos
refuerzan la idea de que la laminina también pudo ejercer, junto con el medio EB (2), un
efecto positivo en el protocolo de diferenciacion, estimulando la aparicidn de las rosetas.

Ademas de potenciarse la induccién neuronal, con el con el cambio al medio EB (2) los
cuerpos sobrevivieron durante mds tiempo sin adherirse a la placa y presentaron buen
estado, lo que permitié incrementar el tiempo en el que se mantuvieron en suspension
(hasta el 5 dia). Esto fue importante ya que, en el protocolo de Falk et al. 2012 (33), que se
basa en Koch et al. 2009 (32), se recomienda sembrar EBs de mas de 4 dias, que hayan
estado en ausencia de FGF2 para favorecer su diferenciacion.
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El efecto positivo de la suplementacion de FGF2 al medio ITSFN en la formacién de rosetas
(Fig. 4.14) fue respaldado por los estudios de Zhang et al. 2001 (55), donde la ausencia de
FGF2 dificulté la correcta organizacidn de las células para formar rosetas. Asi, a pesar de no
utilizar este factor el protocolo de diferenciacion base (Koch et al. 2009), se decidié usar
para estimular la diferenciacién neuronal, la supervivencia y proliferacion de los precursores
neuronales tempranos.

Durante el proceso de diferenciacidon se observoé que no todos los cuerpos formaban rosetas
al mismo tiempo (Fig. 4.13). El hecho de que no todos los cuerpos se encuentren en el mismo
estadio de diferenciacion y algunos de ellos requieran mas tiempo para formar rosetas
podria explicarse por las diferencias de tamafio. El tamafio de los cuerpos afecta a la
velocidad de difusion de los diferentes compuestos que participan en la diferenciacion,
llegando a diferentes concentraciones a su interior, impidiendo la simultaneidad del proceso
de diferenciacion (63). Tras la realizacidn del protocolo repetidas veces se observé que, el
tamafio de los EBs era importante para formar las rosetas. Los cuerpos pequeiios, al ser
sembrados, regeneraron las colonias ES y acabaron muriendo sin formar rosetas. Con los
métodos que se usaron, los EBs se formaron aleatoriamente y no se pudo controlar su
tamanio. Asi, se obtuvo una gran heterogeneidad de forma, tamafio e incluso agregados de
EBs. Para poder estandarizar el tamaiio de los cuerpos y sincronizarlos para formar rosetas,
una alternativa futura interesante en la formacién de los EBs seria el uso de Aggrewell
dishes. Con este sistema, las células disociadas se incorporan en unos micropocillos donde
la densidad celular determina el tamafio de los cuerpos (48).

La eficiencia de la diferenciacidn neuronal es baja en comparaciéon con otras como la
hematopoyética o mesenquimal. Para incrementar el rendimiento de la diferenciacién se
podrian usar ciertos compuestos quimicos como Noggin. Esta molécula bloquea BMP (Bone
Morphogenetic Protein), incrementando la induccidn neuronal y, por tanto, la formacién de
rosetas (64). Seria interesante en un futuro ver si la adicidon de este tipo de compuestos
permite la obtencidn de rosetas en menor tiempo y con un fenotipo neuronal mas marcado.

Una vez formadas las rosetas, y tras probar el protocolo mecdanico y enzimatico, se decidid
usar el reactivo STEMdiff™ Neural Rosette Selection Reagent para aislarlas, al dejar las
células contaminantes adheridas a la placa (Fig. 4.16). En otros protocolos como Falk et al.
2012 (33) se prefiere el aislamiento mecanico con un escarpelo de la zona con rosetas
escogida en el microscopio. Este método incrementa la pureza de la poblacién obtenida y
es mejor que otros sistemas enzimaticos como la dispasa, donde hay que jugar con el tiempo
de incubacién para evitar la contaminacidn con otros tipos celulares (55). La imposibilidad
de visualizar los cuerpos al microscopio y usar un escarpelo para seleccionar las rosetas,
manteniendo las condiciones de esterilidad, hizo que se optara finalmente por el uso de
este reactivo STEMdiff™ Neural Rosette Selection Reagent.
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A partir de las rosetas se establecio la linea de precursores neuronales It-NES. Se probaron
dos protocolos para su obtencién. Uno de ellos consisti6 en la formacién previa de
neuroesferas (32). La falta de viabilidad de las células que conformaban la neuroesfera tras
su tripsinizacion (Fig. 4.15B) posiblemente se debid a la necesidad de una mayor densidad
celular en el cultivo. Se ha visto que es esencial para la supervivencia una densidad celular
alta, especialmente durante los primeros dias (32,33). Otra posibilidad pudo ser que el
tratamiento de disociacion con tripsina (Sigma-Aldrich, 0.025%) dafié a las células,
provocando su muerte. Con el método alternativo, la siembra directa de las rosetas
obtenidas, se pudo conseguir un cultivo que se asemejé mucho morfolégicamente a las
células It-NES ya establecidas (Fig. 4.18). Posiblemente las células obtenidas requieran mas
tiempo para establecerse y organizarse en rosetas mas definidas. Ademas del analisis a nivel
morfoldgico, faltaria comprobar la expresion de marcadores caracteristicos de estas células,
tanto neuroepiteliales (PAX6, SOX1, NESTIN), como implicados en la formacién de las
rosetas (ZO1). De esa forma se aseguraria que las células cumplen con el fenotipo a nivel
morfolégico y de marcadores. También habria que comprobar si son capaces de proliferar
durante largos periodos de tiempo sin diferenciarse, tal y como se indica en Falk et al. 2012
(33).

Durante la diferenciacién, se comprobd la expresion de una serie de marcadores por PCR.
La reduccién de la expresion de los marcadores de pluripotencia se unié al aumento de la
expresion de PAX6 y SOX1, marcadores de precursores neuronales (Fig. 4.19). La reduccion
de la expresién de OCT4 durante la diferenciacion no fue tan acusada como en REX1. Esto
se pudo deber a que este factor de transcripcién participa en la estimulacion de la
diferenciacién neuronal en el proceso de neurogénesis (65). La tendencia de los niveles de
expresion de los distintos marcadores coincidié con los obtenidos por Gerrard et al. 2005
(36). Estos resultados dan una idea acerca de la expresidon, pero no permiten una
cuantificacion precisa debido a la baja sensibilidad y a que la amplificacién exponencial del
DNA ya ha terminado cuando la banda es detectada. Por ello, si se quisieran conocer
pequeias diferencias o cuantificar los niveles de expresidn, seria necesario realizar un
ensayo de gPCR, que es mucho mas preciso. En estudios futuros, seria interesante repetir
los analisis para comprobar que la expresion se mantiene y estudiar la posible variabilidad
entre unas tandas de diferenciacién y otras. También seria bueno complementar los
resultados con ensayos de inmunohistoquimica, que permiten, ademas de mostrar si hay
expresion génica que da lugar a proteina, localizarla a nivel celular, consiguiendo mas
informacidn.

En un futuro, se quiere diferenciar los precursores neuronales obtenidos a los tipos
neuronales deseados, con protocolos como los que se encuentran en Oki et al. 2012 (66).
Durante el establecimiento de los precursores neuronales se obtuvieron neuronas (Fig. 4.17),
pero su diferenciacién se produjo al azar, no pudiendo controlar los fenotipos obtenidos,
gue son importantes de cara a realizar los estudios.
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El proceso de diferenciacion se basd en el uso de EBs. Los protocolos basados en EBs
presentan un problema y es que el proceso es muy heterogéneo (37). Por ese motivo, en
los ultimos afios se estd tratando de solucionarlo introduciendo kits como PSC Neural
Induction Medium de Thermo Fisher, que permite la obtencién de precursores neuronales
en una semana, sin la necesidad de formacidn de cuerpos embrioides. Se reduce
considerablemente el tiempo invertido, pero incrementan los costes. Una botella de 500 ml
cuesta 361 euros, y se requieren mas reactivos, muchos de los cuales son necesarios para el
mantenimiento y congelacidn de las células obtenidas.

Tras optimizar el protocolo de diferenciacidn en las hESCs, seria interesante trasladarlo a las
iPSCs, como ya se ha realizado en articulos como Tornero et al. 2013 (56). Las células IPS se
pueden conseguir a partir de la reprogramacion de células somaticas, como los fibroblastos
de piel de adulto, através de la integracion de una serie de factores como son OCT3/4, SOX2,
KLF4 y C-MYC. Estas células son muy similares a las ES y son capaces de diferenciarse a los
diferentes tipos celulares de las 3 capas embrionarias (67). Su generacidn a partir de células
de pacientes, unido a sus propiedades, las hace una buena fuente para la obtencién de
modelos celulares de estudio de patologias, encontrando una cierta correlacion entre la
historia clinica y el fenotipo celular (25). Por ese motivo, seria interesante generar, a partir
de iPSCs de pacientes de esclerosis multiple, precursores neuronales que permitieran
aumentar el conocimiento acerca de la patologia de la enfermedad y la posible implicacion
de los retrovirus enddégenos en ella. Hoy en dia, se estd avanzando en este ambito y ya existe
una linea iPSCs de enfermos de EM que se ha logrado diferenciar a neuronas con el objetivo
de estudiar la enfermedad (39).

Ademads de para investigar, las células obtenidas de la diferenciacién de las iPSCS se podrian
usar en terapia celular, reduciendo el rechazo, al derivar del propio paciente. Esta es una de
las ventajas que tienen las iPSCs frente a las hESCs. Se estan impulsando actualmente 3
formas de terapia celular. Las dos primeras son terapias de reemplazo, donde se tratan de
sustituir los oligodendrocitos dafiados o el sistema inmune defectuoso del paciente. La
tercera estrategia intenta conseguir que las células madre enddgenas del paciente se
movilicen y actien beneficiosamente en la zona dafada. Estas terapias celulares se
presentan como un tratamiento prometedor para las formas progresivas de la esclerosis
multiple, donde los farmacos utilizados habitualmente no suelen tener éxito (68).
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5.4. Niveles de metilaciéon de HERV-W/MSRV

Los primers para estudiar los niveles de metilacién de HERV-W/MSRV se disefiaron para
amplificar una zona de la regién ENV (Fig. 4.20). Seria interesante analizar la metilacién de la
region LTR al actuar como promotor y controlar la expresion (12), pero estas secuencias son
muy similares entre si y no permiten el diseiio especifico de ensayos que identifiquen los
distintos tipos de HERV-W (22).

Para confirmar los resultados de metilacidn (Fig.4.22) y poder determinar si las pequefas
diferencias son significativas, seria necesario repetir el experimento, con al menos tres
réplicas técnicas, utilizando muestras de gDNA extraido y convertido con bisulfito de
diferentes dias, pudiendo hacer asi un tratamiento estadistico mas completo de los datos.
Ademas, seria interesante estudiar por gPCR la expresion de HERV-W/MSRV para ver si hay
diferencias entre las distintas poblaciones celulares o existe algin nexo con metilacidn.

En condiciones no patoldgicas, como las que se estdn analizando, lo normal es que los
retrovirus endégenos no se expresen, bien porque sus copias son defectuosas, o bien
porque estan silenciados genéticamente, con una hipermetilacién del DNA (11), lo que
coincidiria con los resultados obtenidos (Fig.4.22). Ante determinadas condiciones
patoldgicas, como el incremento de citoquinas proinflamatorias, se ha observado que
disminuye el reclutamiento de reguladores epigenéticos que se encargan del silenciamiento
de determinados genes, lo que lleva a una hipometilacién e incremento de su expresién
(14). La expresion de HERVs también se ha visto incrementada en presencia del virus
Ebstein-Barr, que es uno de los factores que interviene en la etiologia de la esclerosis
multiple (21). Por ello, seria interesante analizar en un futuro, en células infectadas con este
virus o en aquellas en las que se haya conseguido una alteracién de los niveles de citoquinas
proinflamatorias, un analisis de los niveles de metilacién y expresién, al estar simulando
algunas de las condiciones patoldgicas que se dan en EM. En Ultima instancia, sera
interesante realizar estudios comparativos entre las iPSCs de pacientes y controles, para ver
si existen diferencias entre ellos.
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6. CONCLUSIONES

El trabajo desarrollado ha permitido extraer las siguientes conclusiones.
En el proceso de adaptacion de las hESCs a MEFCM:

I. El 75% del medio comercial mTeSR™1 se logrd sustituir satisfactoriamente por

MEFCM sin perder la viabilidad celular ni la expresion de marcadores de
pluripotencia.

II.  El cambio morfoldgico de las células no se debié a que se estuvieran diferenciando.

Durante la diferenciacidon de las hESCs a precursores neuronales It-NES:

[II.  El mejor método para generar EBs fue disgregar las hESCs con Acutasa.
IV.  Laeliminacién del suero fetal bovino fue esencial para la formacién de las rosetas.
V.  FGF2 en el medio ITSFN incrementd la proporcién de EBs con rosetas.

VI.  El reactivo STEMdiff™ Neural Rosette Selection Reagent y su protocolo fue el mejor
para seleccionar las rosetas y establecer las células It-NES.

Respecto a los niveles de metilacién de HERV-W/MSRV:

VII.  Los niveles de metilacién en todos los tipos celulares analizados (hESCs, EBs (D5),

precursores neuronales (NSC) y neuronas dopaminérgicas) fueron muy similares y
superiores al 80%.

Pagina 49 de 64



6. CONCLUSIONS

The following conclusions were drawn based on results described in this TFM:
In the adaptation process of hESCs to MEFCM:

L. 75% of the commercial media mTeSR™1 was successfully replaced by MEFCM
without losing cell viability and pluripotency markers’ expression.

II.  The morphological change of the cells was not due to a differentiation process.
During the differentiation of hESCs to long term neuroepithelial stem cells:
[II.  The best method to obtain EBs was Acutase.
IV.  The withdrawal of fetal bovine serum was essential to obtain rosettes.
V.  FGF2in ITSFN media increased the number of EBs with rosettes.

VI.  STEMdiff™ Neural Rosette Selection Reagent and its protocol were the best to obtain
the rosettes and the It-NES cells.

With respect to the methylation studies of HERV-W/MSRV:

VII.  Methylation levels were similar between the cells analyzed (hESCs, EBs (D5),
neuronal stem cells and dopaminergic neurons) and higher than 80%.
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A. ANEXOS

A.1. Primers utilizados en los ensayos de expresion

Gen Primer Secuencia 5’ 23’ LA
(bp)
Fw ATCAGCAATGCCTCCTGCAC
GAPDH 103
Rv TGGCATGGACTGTGGTCATG
Fw GAGCCCGGATCCATGAGCCAGCAACTGAAGAAACGG
REX1 (1) 480
Rv CAATGCCAGGTATTCCTCCAGGCG
Fw ACATGACAGGCAAGAAGCTTCCGC
REX1(2) 420
Rv GAGCCCGGATCCTACTTTCCCTCTTGTTCATTCTT
Fw CGACCATCTGCCGCTTTGAG
OCT4 573
Rv CCCCCTGTCCCCCATTCCTA
Fw AATAACCTGCCTATGCAACCC
PAX6 207
Rv AACTTGAACTGGAACTGACACAC
Fw CAATGCGGGGAGGAGAAGTC
SOX1 464
Rv CTCTGGACCAAACTGTGGCG
Fw GGCAGCGTTGGAACAGAGGT
NESTIN 143
Rv CATCTTGAGGTGCGCCAGCT
Tabla A.1.- Primers usados en los ensayos de expresion.
A.2. Primers utilizados en los ensayos de metilacion
Primer Secuencia 5’ 23’ Amplicon (bp)
Forward TTTTTTAAGAATGAGGAGATGGA
Reverse TCTCAACAAAAAAACCCAAA 399

Reverse- Biotina TCTCAACAAAAAAACCCAAA- Bio

Secuenciador AATGGAGTTTTAGATGTAGTTTATGATTA

Tabla A.2.- Primers utilizados en los ensayos de metilacion.
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A.3. Origen del medio MEFCM

El medio condicionado MEFCM se obtuvo del cultivo de MEFs irradiados en flasks con un
0.1% de gelatina y medio MEF (Tabla A.1), suplementando 10 pg/ml de FGF2. Brevemente,
se recogid cada dia el sobrenadante del cultivo y se afadid medio fresco con FGF2.

Finalmente, el medio condicionado se centrifugd 15 minutos a 500 g, se filtro, alicuotod y
congeld a -802C para su posterior uso.

Componente Concentracion final Proveedor
KO DMEM Thermo Fisher
Glutamax 1X Thermo Fisher
NEEA 1X Sigma-Aldrich
2-mercaptoetanol 50 uM Sigma-Aldrich
Knock out serum replacement (KSR) 20% Thermo Fisher
Penicilina y estreptomicina (P/S) 1X Sigma-Aldrich

Tabla A.3.- Composicion del medio MEF usado en el cultivo de MEFs.
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