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RESUMEN

La enfermedad de Alzheimer (EA) es una patologia heurodegenerativa de gran
relevancia en la actualidad, debido a su creciente prevalencia y su impacto
socioecondmico. La EA estd caracterizada por la degeneracién progresiva de las células
nerviosas, muchas veces de forma concurrente con la aparicion de placas de beta
amiloide (Ai) y ovillos neurofibrilares en el cerebro (ONF). A medida que la poblacién
envejece, la prevalencia de la EA continla en aumento, lo que subraya la urgente
necesidad de enfoques innwadores en la investigacion y terapia de esta enfermedad
neurodegenerativa.

La EA posee dos presentaciones: La EA esporadica (EAe) y la familiar (EAf). Esta
Ultima se caracteriza por la presencia de mutaciones genéticas especificas que se
transmiten de generacion en generacion dentro de una familia. Estas mutaciones suelen
estar alojadas en genes del procesamiento de la protein@recursora amiloide que genera
los depdsitos de amiloide; APP, PSEN1y PSEN2 A diferencia de la forma esporadica de
la EA, que suele desarrollarse en la edad avanzada, la EA hereditaria puede manifestarse
en personas de entre 30 y 50 afos. Los sintomas iniciales y la progresion de la
enfermedad varian, pero en general, esta forma hereditaria suele tener un inicio méas
temprano y un curso mas rapido, con un deterioro cognitivo mas pronunciado.

En ese sentido, las células madre pluripotentes inducidas humanas CMPih)
juegan un rol clave en el desarrollo de modelos de neurodegeneracién que complementen
los ya existentes por su potencialidad de generar modelos derivados de pacientes. Las
CMPih son reprogramadas a partir de células adultas mediante la introduccion de
factores de transcripcion especificosy, al ser obtenidas directamente del paciente a
estudiar, mantienen casi intacto el contexto genético del mismo. Ademas, estas células
poseen dos caacteristicas fundamentales: la pluripotencia y la capacidad de
autorrenovacion. La pluripotencia se refiere a su capacidad para diferenciarse en una
amplia gama de tipos celulares. Por otro lado, las CMPih pueden autorrenovarse
indefinidamente en el laboratorio, lo que garantiza una fuente constante de células para
investigaciones y aplicaciones terapéuticas.

Recientemente, en Fleni se reporté una mutacion novedosa en el gen d€®SEN1
(c. C356T p. T119I) en un paciente con EA de origen temprano. Aln no existe informacion
acerca del rol de esta mutacién en la progresion del proceso neurodegenerativo. Nuestra
hipotesis de trabajo es que la mutacion en si es causal de la EAf en esta famdli En este
trabajo nos propusimos generar modelos para estudiar en profundidad el peffil

patogénico causado por esta mutacién utilizando CMPih. Para ello, en una primera



instancia generamos mediante edicion génica utilizando la tecnologia CRISPR/Cas9
células HEK293T PSEN1 KnockOut (KO). Sobre estas células realizamos luego co
transfecciones transitorias con pladsmidos de expresion que califican para APP wild -type

(WT) y PSEN1WT o0 mutantes (A246E y T119l) y cuantificamos mediante ensayos de
ELI SA espec2fi cosy | Mmistracelilares.lEstesexpdranentoadio como

resultado que la mutacion PSEN1 p.T119I present6 un fenotipo intermedio (menor

aumento de la relacibn A @,/ A ag) al compararlo con una mutacion previamente

reportada y validada (PSEN1p.A246E).

Luego generamos una linea de CMPih a partir de la reprogramacion de
fibroblastos dérmicos (FD) de un paciente portador de la mutacion PSEN1c. C357T p.
T1191. Con este propdsito, primero transducimos los FD del paciente con el vector
lentiviral STEMCCA que codifica para los factores de reprogramacién de Yamanaka
(OCT-4, KLF4, SOX2 y c-MYC) y obtuvimos 3 clones, denominados FFAD1.1cl,
FFAD1.2c4 y FFAD1.2c8, los cuales fueron posteriormente validados. Se estudiaron las
siguientes caracteristicas tipicas de CMPih: formacién de colonias multicelulares
compactas con una alta relacion nacleo/citoplasma y bordes de colonias marcados, alta
actividad de Fosfatasa Alcalina (AP), expresion de marcadores asociados a la troncalidad
y la pluripotencia, es decir la capacidadde diferenciarse a tipos celulares de las 3 capas
embrionarias (ectodermo, mesodermo y endodermo). Corroboramos ademas el
silenciamiento del casete de expresion STEMCCA, y que se conserve el cariotipo parental
de los FD. Ademas, mediante estudios de filiacion por analisis de microsatélites,
demostramos que lasCMPih reprogramadas y los FD parentales £nian el mismo perfil
genético.

Una vez seleccionaa el clon para seguir trabajando, el FFAD1.2c4, renombrado
FFADL, a partir de ahora la linea de CMPih FFAD1, comenzamos a establecer modelos
neuronalesen 2y 3 dimensiones para el estudio de I&EA. A partir de este punto, ademas,
se adicionaron 2 como control dos lineas de CMPih, OUWI003-A y UOWIi002-A, las
cuales fueron generadas desde FD de un pacienteon EA portador de la mutacion PSEN1
p.A246E y un pariente cercano no portador de la variante y sin EA. Utilizando estas tres
lineas segeneraron 2 modelos neuronales en 2 dimensiones, uno de neuronas genéricas
inmaduras y otro de neuronas corticales, los cuales fueron validados por
inmunofluorescencia y RT-gPCR de marcadores neuronales PAX6, TUJ1, TBR1, TBR2
entre otros). Para facilitar la observacion de las placas amiloides, establecimos ademas
un modelo neural en 3 dimensiones (también conocido como organoides cerebrales) el
cual fue validado por inmunofluorescencia de marcadores neurales.

Luego, cuantificamos los niveles de los péptidosA acy A & Tau fosforilado

[pT231] por ELISA en precipitados y sobrenadantesneuronales. Observamos que la linea



FFAD1 exhibié un incremento estadisticamente significativo en los niveles de p-Tau
[T231] en comparacion con las neuronas generadas a partir de la lineaOUWi002 -A
(PSEN1WT). También,eval uamos | os yePtaugdpT23y sobre eortes a
histologicos de los organoides cerebralesy medimos los niveles deA a, y Tau fosforilado
[pT231] por ELISA. Los cortes histolégicos revelaron que los organoides cerebrales
derivados de CMPih de ambas mutacionesen PSEN 1(p.T1191 y p A246E) mostraron
depésitosd e p | a ¢ desforrdaggendralizadacomo asi también una disminucion en
los niveles de péptidosd e sAed los sobrenadantesde los organoides derivados de las
lineas de CMPih OUWIi003-A (PSEN1A246E) y FFAD1 (PSEN1T119Il) con respecto a los
organoides derivados de la linea control OUWIi002-A (PSEN1WT) y un aumento en la
fosforilacion en Tau paraambas lineas portadoras de variantes de EA.

Por ultimo, realizamos un RNA-seq para encontrar los ARNm diferencialmente
expresados en neuronas corticales de la linea de CMPih FFAD1RSEN1 T119l) en
comparacion con las de la lineaPSEN1IWT (UOWO002i.A). Seanaliz6 el transcriptoma y
seidentificaron 85 genes diferencialmente expresados, con 34 regulados negativamente
y 51 positivamente. Un andlisis de ontologia génica reveld un enriquecimiento en genes
asociados al equilibrio homeostatico celular, la membrana plasmatica y funciones
moleculares como el transporte de sustancias y la homestasis del hierro. Se
seleccionaron 13 genes para validar los resultados mediante RFgPCR, confirmando las
regulaciones observadas en el andlisis por RNASeq. Al incluir la linea UOWO003i -A
(PSEN1A246E), se detectaron ciertos genes (ACP5 NOS3, PROKR2, GPD1, TRPCES,
THSD1y TUBA4A) que compartian un modo de regulacion similar con la linea FFAD1,
por lo que podrian estar involucrados en mecanismos molecularescomunes asociadosa
la EA, convirtiéndolos en blancos terapéuticos potencialmente prometedores.

En conclusion, los hallazgos de este trabajo respaldan la hipotesis de que la
variante PSEN1 (c. C356T p. T119l) posee un rol patogénico enla Enfermedad de

Alzheimer de herencia autosémica dominante.

Palabras clave: Enfermedad de Alzheimer genética, CMPih, neuronas, organoides,

neurodegeneracion, ovillos neurofibrilares, placas amiloides.



ABSTRACT

Study of the PSEN1 mutation (p.T119l), associated with familial
Alzheimer's disease, using genetic editing techniques, and induced

human pluripotent stem cells.

Alzheimer's disease (AD) is a neurodegenerative pathology of great relevance
today, due to its increasing prevalence and socioeconomic impact. AD is characterized
by the progressive degeneration ofneurons, often concurrently with the appearance of
beta-amyloid plaques (Ai) and neurofibrillary tangles (NFT) in the brain. As the
population ages, the prevalence of AD continues to rise, emphasizing the urgent need for
innovative approaches in the research and therapy of this neurodegenerative disease.

AD has two presentations: sporadic AD (sAD) and familial AD (fAD). The latter
is characterized bythe presence ofspecific genetic mutations that are transmitted from
generation to generation within a family. These mutations are often located in genes
involved in amyloid precursor protein processingthat generate amyloid deposits; APP,
PSENY, and PSENZ2. Unlike in sAD, which typically develops in old age,fAD can manifest
in individuals aged between 30 and 50. The initial symptoms and progression of the
disease vary, but in general, this hereditary form tends to have an earlier onset and a
faster course, with more pronounced cognitive decline.

In this regard, human induced pluripotent stem cells (hiPSCs) play a key role in
the development of neurodegeneration models that complement existing ones due to
their potential to generate patient -derived models. hiPSCs are reprogrammed from adult
cells by introducing specific transcription factors and, by being obtained directly from
the patient under study, they maintain almost intact the patient's genetic context.
Additionally, these cells possess two fundamental characteristics: pluripotency and self-
renewal capacity. Pluripotency refers to their ability to differentiate into a wide range of
cell types. On the other hand, hiPSCs can selirenew indefinitely in the laboratory,
ensuring a constant source of cells for research and therapeutic applications.

Recently, a novel mutation in the PSEN1gene (c. C356T p. T119l) was reported
at Fleni in a patient with early -onset AD. There isstill no information about the role of
this mutation in the progression of the neurodegenerative process. Our working
hypothesis is that the mutation itself is causative of fAD in this family. In this work, we
aimed to generate models to study in depth the pathogenic profile caused by this
mutation using hiPSCs. To do this, we first generated PSEN1Knock-Out (KO) HEK293T
cells through genome editing using CRISPR/Cas9 technology. We then performed
transient co-transfections on these cells with expression plasmids encoding forAPPwild -
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type (WT) and PSEN1WT or mutants (A246E and T119I) and quantified intracellular

A aoa n d s Feels using specific ELISA assays. This experiment resulted in the finding
that the PSEN1p.T1191 mutation exhibited an intermediate phenotype (lower increase
i n t ho AsAratio) compared to a previously reported and validated mutation

(PSEN1p.A246E).

Next, we generated a hiPSC line from the reprogramming of dermal fibroblasts
(DF) from a patient carrying the PSEN1c. C357T p. T1191 mutation. For this purpose, we
first transduced the patient's DF with the STEMCCA lentiviral vector encoding the
Yamanaka reprogramming factors (OCT-4, KLF4, SOX2, and c-MYC) and obtained 3
clones, named FFAD1.1lcl, FFAD1.2c4, and FFAD1.2c8, which were subsequently
validated. We studied the following typical characteristics of hiPSCs: formation of
compact multicellular colonie s with a high nucleus/cytoplasm ratio and marked colony
edges, high alkaline phosphatase (AP) activity, expression of markers associated with
stemness and pluripotency, i.e., the ability to differentiate into cell types of the 3
embryonic layers (ectoderm, mesoderm, and endoderm). We also confirmed the
silencing of the STEMCCA expression cassette and the parental karyotype conservation
of the DF. Additionally, through microsatellite analysis, we demonstrated that the
reprogrammed hiPSCs and the parental DFhad the same genetic profile.

Once the clone FFAD1.2c4 re named FFAD1,was selected to continue working
with . We began to establish neural models in 2 and 3 dimensions for the study of AD. At
this point, two control hiPSC lines, OUWIi003 -A and UOWi002-A, were also added,
which were generated from DF of an AD patient carrying the PSEN1p.A246E mutation
and a close relative without the variant and without AD. Using these three lines, we
generated 2-dimensional neural models, one of immature generic neurons and another
of cortical neurons, which were validated by immunofluorescence and RT-gPCR of
neuronal markers (PAX6, TUJ1, TBR1l, TBR2 among others). To facilitate the
observation of amyloid plaques, we also established a 3dimensional neural model (also
known as cerebral organoids), which was validated by immunofluorescence of neural
markers.

We then quanti f isadn dthpeptideganckphaspharylated\Téau
[pT231] by ELISA in neuronal precipitates and supernatants. We observed that the
FFADL line exhibited a statistically significant increase in p-Tau [T231] levels compared
to neurons generated from the OUWI002 -A line (PSEN1IWT). Additionally, we evaluated
t he deposantBtaudT234] an histological sections of the cerebral organoids
and measur ed t kheand Iplsplotylated oTau [pAZ231] by ELISA. The

histological sections revealed that the cerebral organoids derived from hiPSCs with both

PSENImut ati ons (p.T21191 and p.A246E) showed
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de:



as a de c rmpeptdelevelsin thedupernatants of the organoids derived from the
OUWI003 -A (PSEN1A246E) and FFAD1 (PSEN1T119I) hiPSC lines compared to the
organoids derived from the control line OUWIi002 -A (PSEN1WT) and an increase in Tau
phosphorylation for both lines carrying AD variants.

Finally, we performed RNA-seq to identify differentially expressed mRNASs in
cortical neurons from the FFAD1 hiPSC line (PSEN1T119I) compared to those from the
PSEN1WT line (UOWO0O02i.A). The transcriptome was analyzed, and 85 differentially
expressed genes were identified, with 34 downregulated and 51 upregulated. Gene
ontology analysis revealed an enrichment in genes associated with cellular homeostatic
balance, the plasma membrane, and molecular functions such as substance transport
and iron homeostasis. Thirteen genes were selected to validate the results by RTgPCR,
confirming the regulations observed in the RNA-Seq analysis. By including the
UOWO003i -A line (PSEN1A246E), certain genes NOS3, ICAM4, HSPA6, TMEM87B,
PROKR2, GRIN2A, TRP6, THSD1 and ADAMTS15) were detected to share a similar
mode of regulation with the FFAD1 line, suggesting they could be involved in common
molecular mechanisms associated with AD, making them potentially promising
therapeutic targets.

In conclusion, the findings of this study support the hypothesis that the PSEN1
variant (c. C356T p. T119l) has a pathogenic role in autosomal dominant inheritance

Alzheimer's disease.

Keywords: Genetic  Alzheimer's disease, hiPSCs, neurons, organoids,

neurodegeneration, neurofibrillary tangles, amyloid plaques .
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ABREVIATURAS

Apolipoproteina -E (Apo-E)

células gliales radiales externas (GRg

células gliales radialesventriculares (GRv)
células madre humanas (CMh)

células madre embrionarias humanas (CMEh)
células madre neurales (CMN)

células madre neuroepiteliales (CMNE)
células madre pluripotentes humanas (CMPh)

células madre pluripotentes inducidas humanas (CMPih)

células progenitoras intermedias (CPI)

cuerpos embrioides (EB)

Deterioro Cognitivo Leve (DCL)

Diferencialmente expresados (DE)

Enfermedad de Alzheimer (EA)

Enfermedad de Alzheimer de forma esporadica (EAe)
Enfermedad de Alzheimer de forma familiar (EAf)
Estudios de asociacion de genoma completo (GWAS)
especies reactivas de oxigeno (ROS)

ensayo de inmunoadsorcion ligado a enzima (ELISA)
factor de crecimiento epidérmico (EGF)

factor de crecimiento fibroblastico basico (bFGF)
fibroblastos dérmicos humanos (FDh)

fibroblastos embrionarios de ratén irradiados (MEFi)
forma hiperfosforilada de Tau (p-Tau)

Green Fluorescent Protein (GFP)

guias de ARN (gARN)

knock-out (KO)

OCT-4, KLF4, SOX-2 y GMYC (OKSM)

organoides cerebrales (OCs)

Ovillos neurofibrilares (ONF)

Péptidos de amiloide-b et a ( Aa)
Presenilina 1 (PSEN1)

Presenilina 2 (PSEN2)

Proteina precursora del amiloide (APP)

sistema nervioso (SN)

sistema nervioso central (SNC)

sistema nervioso periférico (SNP)

Tomografia por emision de positrones (PET)

wild -type (WT)

zona ventricular (ZV)

zona subventricular (SVZ2)
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INTRODUCCION
1. La Enfermedad de Alzheimer

En 1906, el psiquiatra y anatomopatélogo aleman Alois Alzheimer presentd ante
sus colegas el caso de una de sus pacientes que habia transitado ufiap e c u |l i ar
enf ermedad de | aAuguste Deterzumanujerrde dolo %l laftoshabia sido
internada en el hospital psiquiatrico de Frankfurt por su marido en 1901 tras haber
presentado sintomas de paranoia que fueron progresando durante su internacién
(sumando también desordenes de suefio, grdida de memoria, agresividad y confusion
progresiva) hasta su posterior muerte en 1905. No solo la mujer presentaba sintomas de
deterioro cognitivo tipicos de la demencia, sino que, particularmente, tras el andlisis
anatomico del cerebro de dicha paciente,el Dr. Alzheimer descubrié la presencia de unos
agregados proteicos extrafios. Si bien el caso no llamoé la atencién de los psiquiatras
presentes en dicha reunion, afios después el diagndéstico de Auguste Deter spasé a
conocer como el primer caso reportado de demencia de tipo Alzheimert.

La demencia es un término general que abarca una serie de sintomas que se
asocian al deterioro progresivo de las habilidades cognitivas (memoria, toma de
decisiones, capacidad del habla, entre otras) del pacienteafectado. Se estima que a nivel
mundial existen aproximadamente 50 millones de personas que conviven con algun tipo
de demencia y se prevé un incremento de este niumero a 152 millones para 205%. En
particular, la Enfermedad de Alzheimer (EA) es el tipo mas comin de demencia en
personas adultas y no solo impacta sobre el paciente sino también sobre su familia,
cuidadores y en las politicas de salud public# .

La dificultad en el manejo clinico de esta patologia radica en dos puntos
particulares. Por un lado, la heterogeneidad presentada por los pacientes en cuanto a
edad de inicio, severidad de la pérdida cognitiva, presentaciones clinicas diversas y la
presencia de otras comorbilidades’®. Por otro lado, la dificultad de diagnosticar la
presencia de EA previo al inicio de los sintomas de forma tal de establecer estrategias de
trabajo que mejoren el desempefio del paciente a lo largo de los afios como asi también
preparar a las familias para afrontarlo 3.

Como se puede observar era figura 1, el inicio de los sintomas no coincide con
los cambios cerebrales, los cuales comienzan a ocurrir muchos afios antes de que el
paciente sienta la necesidad de acudir a un centro médicé* 11 Las manifestaciones mas
tempranas se reconocen clinicamente comoDeterioro Cognitivo Leve (DCL) en el cual,

uno o varios dominios cognitivos pueden verseafectadosde forma leve, pero sinalterar
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las capacidades funcionales de la person&. Con el paso de los afios y el avance de la
enfermedad, los sintomas comienzan a agravarse y a interferir con la vida diaria del
paciente, incapacitandolo. Ese cuadro se conoce como demencia por EA.

Es importante destacar que, si bien el aumento en la edad es un factor de riesgo
para padecer EA y todos vemos nuestro desarrollo cognitivo afectado levemente, esta

patologia no es propia del curso normal de la veje2314
Demencia asociadaa EA

EA PRECLINICO DCL :Sgﬁia“ LEVE MODERADA

I I | I I
Sin sintomas Sintomas leves que no Sintomas que interfieren en Sintomas que interfieren Sintomas que interfieren
interfieren con la vida algunas actividades de la parcialmente con lavida totalmente con la vida
cotidiana vida cotidiana cotidiana cotidiana

Figura 1. Progresion sintomatoldgica de la EA . Se estima que los cambios bioldgicos que tienen lugar
en el encéfalo comienzan afios antes de que el paciente acuda a la clinica por sospecha de demencia.
Modificado de 3.

Hoy en dia se asocia a la EA con un sindrome de origen biol6gico, de caracter
neurodegenerativo que presenta particularidades propias que permiten distinguirla de
otras patologias neurodegenerativas. Entre elbs se destacan y son considerados mas
predominantes:

A Presencia de depo6sitos oligoméricos extracelularesde péptidos amiloide-beta

( A adg distintas longitudes. Los mismos son derivados del clivaje de la
proteina precursora del amiloide (APP, por sus siglas en inglés)y su
acumulacion se debe a un mayor clivaje y/o a una menor depuracion de dichos
péptidos.

A Presencia de inclusiones intracelulares de tau hiperfosforilado conocidas

como ovillos neurofibrilares (ONF).

Es i mportante destacar que, S i bien por
como de ONF detectadas en cerebros post-mortem han sido las caracteristicas
diagnostico/ patoldgicas de esta enfermedad, el establecimiento de iniciativas que
favorezcan un mejor diagndstico en conjunto con los avances recientes en técnicas de
imagenes y el desarrollo de biomarcadores en liquido cefalorraquideo y sangreeriférica
han permitido establecer un nuevo panorama en relacién con la progresion de esta
enfermedad?.

Como puede observarse erla figura 2, el desarrollo de la EA hacia unestadio

clinico claro viene acompafiado de la aparicion temprana de cinco biomarcadores los
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4. Medicion de pérdida de memoria.
5. Medicion de habilidades cognitivas generales (orientacion, lectura, memoria,
etc).
AB
A Lesiones asociadas a Tau
Cambios de morfologia cerebral
— Pérdida de memoria
- — Descenso de funciones cognitivas
O generales
©
cU FACE
U VELVET
E CHURCH
Q
0
D
©
©
3
=
c
(@)
©
=
Estadio pre-clinico DCI Demencia
Estadio de la patologia P
Figura 2. Cambios en los biomarcadores en la progresion de EA. Se observa que las modificaciones
a nivel bi ol -gico (deposici-n de placas Aa primero

cuales pueden ser utilizados para realizar undiagndstico temprano y establecer lineas de

tratamiento tanto para el paciente como para la familia. Estos son:

Me di c i -amiloiieen Bquido cefalorraquideo o por analisis de imagenes de
tomografia por emision de positrones de amiloide (PET scan por sus siglas en
inglés, positron emission tomography )16.17.

Medicion de proteina tau en liquido cefalorraquideo y PET de

Fluorodesoxiglucosa, indicadores de disfuncion neuronal y sinapticals.

Medicién de atrofia cerebral por resonancia magnética estructural?®,

Posteriormente, una vez iniciada la fase clinica de la patologia el diagnéstico se
complementa con tests cognitivos:

inician 30 afios antes que los sintomas cognitivos. Modificado de ADNI0.
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En relacion con la mortalidad, es dificil estimar el nimero total de fallecimientos
asociados a EA puesto que muchas veces la causa de muerte registrad® indica la
presencia de esta patologia, sino que refiere a fallas en el funcionamiento deotros
6rganos. Es importante destacar que, en estadios avanzados de la EA, los pacientes
presentan complicaciones asociadas a la movilidad y trastornos de deglucion que llevan
a un estado de malnutricion y deterioro corporal (revisado en 3). Si consideramos que
aquellas personas que presentan EA como patologia subyacente, mueren efectivamente
de esta enfermedad, en los Ultimos afios se puede observar un aumento en el porcentaje
de muertes asociadas a esta patologia en comparacion con otras enfermedadesn

Estados Unidos (Figura 3).

- 146,2
&
=
m
=
o (=
g 90
[=]
[+
1.5 13
[ I —
I
-7.8
-62,5
L L 1 I |
.5_‘_:%' Lancer L |—|I E'—
Figura 3. Cambios en los porcentajes de causa de muerte entre 2000 y 2018. El grafico muestra

la diferencia entre las muertes reportadas asociadas apatologias especificas entre el periodo 2000 y 2018n
estados unidos EC: Enfermedades cardiacas. HIV:Virus de la inmunodeficiencia humano. EA: Enfermedad

de Alzheimer. Adaptado de3.

Resulta imperioso subrayar que la mayoria de los datos poblacionales
presentados hasta el momento se basan en estudios realizados en Estados Unidos y
Europa. La situacion en América Latina con respecto al diagndstico yal tratamiento de
EA es un poco mas compleja debido a la falta de datos epidemioldgicos y unificacion de
procesos diagndsticos entre otro$.

De acuerdo con datos provistos porel Ministerio de Salud de laNacion Argentina,
en una cohorte compuesta por datos del 20132019, se estima que el 0,5% de las causas

de muerte estan registradas y asociadas con EA lo cual es un porcentaje bajo si se
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compara con la mortalidad causas por enfermedades del sistema circulatorio y
respiratorio o el cancer (Figura 4). A pesar de estos datos, el mismo trabajo establece la
importancia de mejorar el andlisis y registro de causas asociadas a muertes por EA y
encomienda una articulacién con la direccion nacional de salud mental ya que reconoce

la falta de claridad sobre este puntc?.

16000
14000 \/‘/\
12000
g
§ 1000,0 Referencias
i Ciertas enfermedades infecciosas
=] ¥ parasilaras
g B0 — @ Turmores malignos
S _—_'__""‘-—-—-_._ @ Diabetes melliius
:9| 00,0 @ Trastomas metabolicos
i Enfermedad de Alzheirmer
b 4000 Trastamos mentales
y del compartamienta
@ Enfermedades del sisterna circulatorio
2000 Enfermedades del sisterna respiratonia
@ Enfermedades del sisterna wrinario
1] ' — Causas exlermas

2010 2011 20012 2013 2004 2015 2016 00T 2018 2019
Afia

Figura 4. Tasa de mortalidad de por grupos de causas seleccionadas en personas de 60 afios
y mas en Argentina, 2010  -2019 22,

Con respecto a los tratamiento s disponibles, en la mayoria de los casos se
prescribe un tratamiento con inhibidores de la acetilcolinesterasa (como Donezepil o
Rivastigmina) pues se ha visto una disminucion en la activacion del sistema colinérgico
en EA2324. También es comun el uso de memantina, un antagonista no competitivo del
receptor glutamatérgico de N-metil -D-aspartato (NMDA ), como respuesta a la teoria de
Aneurotoxicidadodo en |l a cual se establece que
promueve la muerte celular?425. Estos tratamientos no frenan el avance de la enfermedad
ni la revierten y, como se ha establecido anteriormente, el tratamiento sintomatico se
establece 30 afios después del inicio de la EA.

En los ultimos afios han aparecido en el mercadoanticuerpos monoclonales que
prometen enlentecer | a Adeegnuomb cel Lecanemab, p&f@ ¢ o0 mo
falta constatar que los mismos realmente generen un cambio en la progresion de la

patologia y un costo-beneficio con respecto a sus efectos adversés
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2. Enfermedad de Alzheimeri Causasgenéticasy factores
de riesgo

En 2006 se cumplieron 100 afios del primer caso reportado de EA. A pesar de
haber pasado todo ese tiempg aln no se conocen las causas exactas que desencadenan
el inicio de esta patologia en la mayoria de los casos, pero se considera que existen un
numero de factores de riesgo tanto ambientales como genéticos que podrian contribuir
a ello.

La EA se destaca por poseer dos presentacionesna forma esporadica (EAe) cuyo
origen es multifactorial, de inicio posterior a los 65 afios y que comprende
aproximadamente al 95% de los pacientesy una forma hereditaria o familiar (EAf) ,
generalmente de inicio temprano (< 65 afios), con presencia de mutaciones en genegue
participan del procesamiento de APP (PSEN1[MIM: 104311], PSEN2[MIM: 600759] y
APP[MIM: 104760]), un patrén de herencia dominante y que representa al 5% restante
de los paciente$”.28, Si bien las dos presentaciones de la enfermedad presentan
caracteristicas propias, ambas coinciden en la aparicion de marcas neuropatoldgicas
similares como asi también en el impedimento cognitivo que son observables en los
pacientes®.

El factor de riesgo masimportante parala EAees la edad, pero como se mencioné
anteriormente, la EAe no forma parte del proceso normal del envejecimiento, sino que
es considerado una presentacion patolégica del mismo. Por ello, es importante
identificar qué factores podrian cumplir un rol predominante en su aparicion. En la
figura 5 se presentan variantes genéticas que han sido relacionadas con la aparicién de
esta enfermedad.

Uno de los factores de riesgo genéticos de EAmas conocidos es el gerAPOE, el
cual codifica para la proteina Apolipoproteina -E (Apo-E), involucrada en el transporte y
metabolismo de lipidos3°. APOE presenta 3 isoformas diferentes: APOE (2, (B y (4, con
una frecuencia alélica de expresion de 8%, 77% y 15% respectivamerie

Actualmente se considera que la presencia de la isoformaAPOE 4 genera una
reduccion en la capacidad de eliminar la proteina amiloide depositada y que esta podria
ser la razén por la cual APOE W es el factor de riesgo genético mas importante para la
aparicion de EAe de inicio tardio. Se estima que tener una copia deAPOE (4 aumenta
tres veces el riessgo de padecer la enfermedad, mientras que tenerla en homocigosis
aumenta el riesgo entre ocho y doce veced33, Por otro lado, estudios poblacionales
parecen indicar que APOELR confiere proteccién contra la EA3. Es importante destacar
que la presencia de uno o dos alelos de la varianté#4 no es condicién sine qua non para

gue el individuo desarrolle EA, y que, a su vez, muchas personas que poseen la
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enfermedad no presentan esta isoforma. AunqueAPOEU4 es el factor
principal que contribuye al desarrollo de la EAe de inicio tardio, su efecto solo explica el
27,3% de la heredabilidad total de la enfermedad, la cual se estima en un 80%.

En los Udltimos afios, los estudios de asociacion de genoma completo (GWAS, por
sus siglas en inglés Genome-wide association study) han desempefiado un papel
fundamental en la comprensién del analisis de la EA. Estos estudios implican el examen
de variantes de secuenciaen todo el genoma de individuos con y sin EA, con el objetivo
de identificar varia ntes genéticas especificas asociadas con esta enfermedad. Mediante
el andlisis de conjuntos de datos compuestos por miles de participantes, los GWAS han
identific ado con éxito humerososloci genéticos que contribuyen a la susceptibilidad de
la EASS 38 Estos hallazgos han arrojado luz sobre las vias biolégicas subyacentes
involucradas en el desarrollo y la progresién de la enfermedad, resaltando genes clave y
procesos biolégicos implicados en la patogénesis de la EARigura 5).

enes causales
CAUSAL de EA
<
i
—
(7] -
O ——
(7] :
o genes de riesgo
2 l . e
& ALTO OCl ae riesgo
o
(e
3
o MEDIO
o
BAJO
Muy rara Ra'ra L
<5%) (4-15%)
Frecuencia poblacional
Figura 5. Descripcion general de los genes asociados a la aparicion de la Enfermedad de
Alzheimer, correlacion entre frecuencia poblacional y riesgo de generar EA . El riesgo de

desarrollar EA (eje vertical) fue graficado contra la prevalencia de las variantes en la poblacion general (eje
horizontal) para genes descritos por ensayos gendmicos. Los colores indican el o los procesos en los cuales
estan involucrados dichos genes. Adaptado de40

Lafigura 5 describe las componentes genéticas mas notorias a tener en cuenta en
la EA. La EAf sigue patrones genéticos mendelianos debido a mutaciones especificas en
los genesPSEN], PSEN2y APP. Por otro lado, en laEAelos factores genéticos juegan un
papel menos claro y se manifiestan a través de loci de riesgo, siendo el geAPOE el
principal contribuyente a este riesgo. Esta dualidad refleja la complejidad inherente de

la enfermedad, con una interaccion entre factores genéticos y ambientales que moldean
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Su curso y presentacion clinica.Asi, las mutaciones presentes en las proteina#resenilina
1 (PSEN1),Presenilina 2 (PSEN2) y Proteina Precursora Amiloide (APP, por sus siglas
en inglés) han sido implicad asen la aparicion de la EAf.

Hasta el momento, se han encontrado 88 mutaciones en PSEN2y 114 enAPP
asociadas a la aparicionde la EAf. En el caso dePSEN1se han reportado 360 mutaciones
distribuidas a lo largo de toda la proteina [Figura 6. Base de datos actualizada de
Alzhforum (consultada el 11/03/2024)]. En los siguientes apartados se presentara
evidencia de como estas proteinas se relacionan entre si, con la aparicién de las placas
amiloideas y cémo esto ha dado lugar a la teoria de la cascada amiloide, la teoria que hoy

domina el campo de cdmo se desencadenka EA.
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Figura 6. Secuencia aminoacidica de la proteina Presenilina -1 con sus mutaciones asociadas.

Representacion esquematica de PSEN1 mostrando sus 9 dominios transmembrana, las uniones de los exones
codificantes, los sitios C-terminal y N-terminal de la proteina, los aspartatos cataliticos y el sitio de
endoprotedlisis. En rojo se muestran las mutaciones categorizadas comopatogénicas, en naranja las
probablemente patogénicas yen verde, las benignas. En azul, se presentan las mutaciones que ain no han
sido clasificadas. Imagen extraida y modificada de Alzhforum.

3. PSENJ], complejo gamma secretasa y enfermedad de
Alzheimer

Las primeras proteinas en ser asociadas al desarrollo de EA fueron las
Presenilinas (PSENSs). En la década de1990, andlisis de asociacion realizados en varias
familias que poseian EAf permitieron encontrar 2 loci, ubicados en los cromosomas 1y

14, relacionados con la aparicion de EA*142, Pocos afos despuésse conocibla secuencia
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de dos geneshomdlogos: PSENL, ubicado en cromosoma 14y PSENZ2, ubicado en el
cromosoma 143145, Como se expuso anteriormente, dichos genes codifican paraPSENL y
PSEN2 respectivamente y a su vez, ambasforman el sitio catalitico de un complejo
transmembrana llamado complejo gamma secretasa(a-secretasa)el cual se estima que
seencarga de procesammas de 90 proteinas transmembrana, entre ellas AP revisado en46i
48

J-secretasaactlia como una aspartil-proteasa transmembrana y estd compuesia
por 4 subunidades esenciales:PSEN, que incluyen aPSENly PSEN2, Nicastrina, APH-1
(del inglés anterior pharynx defective 1 ) y PEN-2 (del inglés, presenilin enhancer 2)4%
51, Las mismas deben presentarse en proporciones iguales en el complepy, de faltar
alguna de ellas, se ha visto la retencién del resto en el reticulo endoplasmatico o su rapida
degradaciéons?' 54, A su vez, es necesario que dichas proteinas se ensamblen en un orden

especifico para asegurar la funcionalidad del complejo (Figura?).

COMPLEJO PROTEICO
ACTIVO
Nicastrina
Necesaria para 2 e
reconocimiento de 5
sustratos,
formaciény
Rl m o
compielo Actividad aspartil
proteasa

o T
o

Aph-1 -
Necesaria para el Pen2 I
procesamiento de Necesaria para la
sustratos éisoforma endoprotedlisis
dependiente) -
ENDOPROTEOLISIS SUSTRATOS: APP/
ENSAMBLADO ENZIMATICO NOTCH/E-caderina
Figura 7. Estructura y ensamblaje del complejo gamma secretasa. Primero, APH-1 (violeta) y

Nicastrina (verde) se unen para formar el andamiaje enzimatico. Luego, las presenilinas(naranja) son
incorporadas. Por ultimo, PEN-2 (azul) es reclutada y las presenilinas son clivadas endoprotedticamente
en presenilina-NTF/CTF, lo cual activa la capacidad proteQOlitica del complejo. EN negro se presentan los
aspartatos cataliticos de las presenilinas.Adaptado des.

Inicialmente, tanto Nicastrina como APH-1deben unirse entre siy acoplarse a la
membrana plasmatica para funcionar como andamiaje para la correcta disposicion

espacial dd resto del complejo®e.
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Nicastrina es una proteina altamente glicosilada la cual, ademas, cumple
funciones en la interaccion y el anclaje de los sustratos al complejo activd” %9, Por su
lado, APH-1es una proteina que presenta 2proteinas homaologas en humanos, APH-1ay
APH-1b. A su vez, APH1a poseeal menos 2 variantes desplicing, APH-1alL y APH 1aS°.
A pesar de esta complejidad, studios recientes parecerian indicar que las diversas
isoformas de APH-1 cumplen diferentes funciones y queen particular APH-1b pareceria
estar implicada en el procesamiento de APPL

Una vez establecido el subcomplejo APH1-Nicastrina, seune PSEN1 o PSEN2
por interaccién del dominio C -terminal con el dominio transmembrana de Nicastrina 2,
Las PENs son holoproteinas de aproximadamente 50 KDa con 9 pasos
transmembran af3.64, las cuales se encuentran inactivas y rapidamente son removidas por
degradacion proteica a menos que seanclivadas endoproteoliticamente®566, Las PEN
contienen dos residuos aspartatos altamente conservados en los dominios
transmembrana 6y 7 (D257/D263 y D385/D366 en PSEN1/PSEN?2 respectivamente) los
cuales sonindispensables para procesar los sustratos del complejd”’.

Finalmente, se incorpora PEN-2, la cual es necesaria para el clivado
endoproteolitico de las PSENS%8, como asi también es indispensable para la actividad de
o-secretasaen sf°. La endoprotedlisis de las PEN, un requisito ineludible para lograr
la activacion del complejo genera la formacion de fragmentos PEN amino-terminal y
carboxiterminal (PSEN-NT/CT), los cuales continlan asociados formando un
heterodimero (Figura 7).

Se ha postulado que este ensamblaje se realiza en el ER para luego dar paso a su
localizacién en la membrana plasmatica por lavia secretoria mediada por el complejo de
Golgi"=72 También, pareceria ser que si bien selocaliza en membrana, no se encuentra
activo, sino que deben acoplarse ciertas proteinas conocidas com@&SMPs (delinglés,
gamma-secretase modulatory proteins) para promover su actividad’s. Para sumar un
mayor grado de complejidad, tras ensamblarse, el complejo o-secretasa puede ser
regulado por modificaciones post-traduccionales en PEN1, PEN2 y Nicastrina. En
particular, modificaciones sobre las PSEN afectan la actividad del complejo
directamente 475,

Es importante resaltar que, si bien 2-secretasa puede presentartanto PSEN1
como PEN2 en su estructura (y no ambas al mismo tiempo), en la membrana plasmatica
de las células se observa la presencia de la BEB1, mientras que en compartimentos
intracelulares pareceria presentarse PSEN276. Ademas, en experimentosen roedores, la
ablacion total de la proteina PSEN1resulta deletérea mientras que elknock-out (KO) de
PSEN2 no, evidenciando un rol clave de PEN1 en la embriogénesisy el desarrollo

neural” 7, A su vez,la mayoria de las mutaciones asociadas &Af se encuentran en
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PSEN1, mostrando una fuerte relacion entre PEN1, o-secretasay el desarrollo de la

enfermedad.

4. Etiologia de la enfermedad deAlzheimer

Existen varias teorias que intentan explicar el desarrollo de la EA. A continuacion,

detallaremos brevemente las masdifundidas .
4.1 Hipdtesis de la cascada amiloide

Como se menciondanteriormente , la mayor cantidad de mutaciones asociadas a
EAf se encuentra en el genPSEN] el cual codifica para la proteina PSEN1 queforma
parte del sitio c at a | 2 t-seaetasagrzimalque procesamdltiples sustratos, entre
ellos APP. Ahora bien, APP es susceptible de seprocesadapor dos vias, cominmente
conocidas como, vias amiloidogénicas y no amiloidogénicas Figura 8) y es en el
desbalance entre estas dos viaen lo que sebasala teoria de la cascada amiloide
En la via no amiloidogénica, APP pri mero es rrseaetasap ci da p
generando fragmentos solubles de APP( YAPPs)y un fragmento C-terminal de 83
residuos (C83) que queda inserto en membrana y posteriormente es clivad por A
secretasa, produciendo fragmentos no téxicos conocidos como P3 yun dominio
intracelular (DIC) 89,
Por otro lado, en la via amiloidogénica, APP es clivada p+i mer ame
secretasa (también conocida como BACE)enerando otros fragmentos solubles de APP
( 2APPs) pero un fragmento C-terminal mas largo, de 99 residuos,conocido como C99
CcC99, poster i or me n-seeretasa generandonsedamentp BIC coo asi
tambi ®n fragmentos de df{ Asdéab).Ehpartidularsegconside p ®pt i dc
| os mon - megr ddxomAlds mas involucrados en el desarrollo de laEA, siendo
A a, el més proclive a oligomerizar. Las células normalmente procesan APP por ambas
vZas y |l os agregados ol i go m@srprocesos deraociha s on r e

( dlearanced fonvencionales®.
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Via no amiloidogénica Via amiloidogénica

aAPPs PAPPs Placa
/ amiloide

péptido

Ap
\ a-secretasa T B-secretasa  “---------
---------- — '

p3 .0 .. y-secretasa y-secretasa = ceeammene-

e * Proteina l

DIC precursora DIC
amiloide
(APP)
Figura 8. Vias de procesamiento de APP. En la via amiloidogénica, APP se cliva primero por a-
secretasa (BACE) para posteriormente ser clivada por-secretasa. Este clivaje secuencial genera monémeros
de Ad de tamafio variable Ad 3-%49. En particular la produccion de los mondmeros Aa 140/1-42 forman
agregados de diferente peso molecular que terminan formando las placas amiloideas tipicas de la EA. En la
vza no amiloidog®nica, APP es clivado en primera instanci
generando péptidos no oligomerizables. Adaptado de Biorender (Shreya Ramakrishnan y Eunice Huang)

Hardy y Higgins propusieron en 1992 su teoria de la cascada amiloide que adn
hoy, aunque puesta en duda, sigue siendo la teoria que lidera el campo en cuanto a
produccién de farmacos para combatir la EA. Esta teoria plantea que es el aumento de
depdésitos Ab, a causa de un procesamiento aberrante por parte-dedeetasal iniciador de
la neurodegeneracion observada en la EAL

Existen varias evidencias queapoyan la teoria de la cascada amiloide

1 Por un lado, que el aumento de Ab a nivel cerebral inicia varios afios antes del
inicio de la patologia, como fue descripto por el proyecto ADNI82,

1 Por otro, la variante APOE U 4 que disminuye la capacidad de las célulasde
el i minar corr ect ameandttaye &l prncipal @gar dediesgo A a
genético dela EAe.

1 A su vez, APP es un gen ubicado en el cromosoma 21. Llamativamente, las
personas adultas con sindrome de Down, que poseen una trisomia de dicho
cromosoma, presentan EA de inicio temprano, similar a la EAf&3,

1 Finalmente, muchas de las mutaciones en PENs y APP generan cambios en el
procesamiento de APP, aumentando asi los niveles de los distintos monémeros
de Aa. En dgnmnuyeil aulk &1t ae,ila-cual séuwsa como pardmetro

de diagnéstico clinico®4.

Esta teoria plantea que @ desbalance eitre estas vias se da en ambas

presentaciones de EA, aunque de forma levemente diferente Mientras que en EAf la
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balanza se inclina hacia la via amiloidogénica por mutaciones puntualesque aumentan
la produccién de Ab®, en EAe se considera quefallas en la remocién de estos péptidos
generansu acumulacion®s, Asi, la acumulacion de péptidos Ab se convierte en el puntapié
inicial que desencadena el resto de los efectos neurodegenerativos.

Esta hipétesis ha sentado las bases parael desarrollo de multiples farmacos.
Hasta marzo de 2023, se han realizado 298 ensayos clinicos para EA, 76 de los cuales

tienen como blanco terapéutico los péptidos A4 o | as placas amil oi des.
buscan redudr la generacion deAa, aument ar su remoci -n, inhibi:t
mondémeros de Aa 0 neutralizar di chos mon- mer os s ol

interrumpido los ensayos de 38 por falta de efectividad o efectos adversos y solamente 2
drogas basadas a anticuerpos (Aducanumab y Lecanemab) han sido aprobadas por la
Administracion de Drogas y Alimentos (FDA) para su uso en pacientesen Estados
Unidos revisadoeng? Sin embargo, Aducanumab ya ha sido rechazado como tratamiento por
la Agencia Europea de Medicamentos (EMA) por presentar discrepancias en cuanto al
beneficio presentado para los pacientes y ser considerado poco seguro para su
administracion 8889, Por todo esto, esta hipotesis, si bien sigue siendo la que lidera el
campo, es considerada hoy en dia insuficiente para explicar el desencadenamiento de la

patologia.

4.2 Hipotesis colinérgica

La hipétesis colinérgica fue propuesta por Peter Davies y A. J. F. Maloney en 1976
tras analizar la sintesis de diversos neurotransmisores en cerebros de pacientes con EA
contra cerebros no afectados por esta enfermedad. En dicho estudio, observaron una
reduccion importante en la actividad de la enzima acetilcolinesterasa (ChAT), encargada
de la sintesis del neurotransmisor acetilcolina, en amigdala, hipocampo y corteze?i 92,
Estos hallazgos se vieron reforzados por otros estudios que caracterizaron la muerte de
neuronas colinérgicas del nucleo basal de Meynerten EA y la existencia de una
correlacion entre la severidad del déficit cognitivo y la pérdida significativa de la funcion
colinérgica®.93 95,

Esta primera hip6tesis dio lugar a la generacion de inhibidores de la
acetilcolinesterasa®, los cuales, si bienno detienen el deterioro cognitivo, reducen

moderadamente los sintomas presentados por los paciente¥'.

4.3 Hipotesis de la homeostasis del calcio

Esta hipétesis también surgié en 1992 y plantea que, si bien el iniciador puede ser

Aa, | o que resulta t-xico para |l as c¢c®lulas y de
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de niveles elevados de calcio intracelular. En su trabajo seminal, reportaron que, en

cutivoshi pocampal es fetales, |l a presencia y canti i
niveles ascendentes de glutamato, aumentaban la muerte neuronalpero no generaban

cambios en los astrocito$8. En EA, el hipocampo es una de las primeras areas en mostrar

signos de neurodegeneracion®.

Glutamato es el neurotransmisor excitatorio por excelencia y su actividad esta
mediada por receptores inotropicos catibnicos NMDA, AMPA vy Kainato o
metabotrépicos (MGIuRs) 1%, Sumado a este trabajo,se ha observado que el glutamato
también es capaz de inducir el ingreso de C& en cultivos primarios de neuronas
hipocampales de rata y humanas. A su vez, dicho aumento de Ca produjo la
degeneraciéon de un grupo especifico de neuronas donde también se observd presencia
de marcas propias de los ONF%. Ademas, se ha observado que las neuronas
hipocampales que presentan ONF poseen alta expresion de la quinasa dependiente de
Calcio/Calmodulina tipo Il (CaMKIl), una de las enzimas que fosforilan Tau en estados
patogénicosloz" 104 revisado en105

En resumen, |l a aparici-n de placas Aa pot
generados por el ingreso de C& mediado por glutamato, llevando a un aumento de la
actividad de la enzima CaMKIl, lo que aceleraria la fosforilacion patogénica de Tau y
sensibilizaria a las neuronas con alta expresién de esta enzima, volviéndolas mas
proclives a la muerte.

Esta hip6tesis, que también integra los ONF y las placas amiloides ha tenido como
resultado la formulacién de uno de los farmacos de uso mas regular para el manejo de la
EA, en conjunto con los inhibidores de acetilcolinesterasa: Memantina.

La Memantina es un antagonista no competitivo de baja afinidad de los
receptores de NMDA (NMDAR). De esta manera, logra disminuir los efectos de
excitotoxicidad observados en pacientes de EA, pero sin bloguear completamente estos
receptores, necesarios para funciones como el prendizaje y la memoria, entre otros.
Nuevamente, como ya hemos mencionado anteriormente, si bien este tratamiento
apunta a disminuir los sintomas presentados por los pacientes, no logra frenar el avance

de la enfermedad!e.
4.4 Hipotesis de la cascada mitocondrial

Esta hipotesis fue introducida por primera vez en 2004 107, El modelo propuesto,
representado en la Figura9, consta de tres componentes principales En primer lugar, la
hipotesis de la cascada mitocondrial sostiene que la funcién mitocondrial basal de un

individuo esté determinada por la herencia genética (en particular, mitocondrial) 1°8. En
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segundo lugar, factores heredados, en conjunto con los ambientales determinan la
velocidad a la que se desarrollan y manifiestan los cambios mitocondriales asociados con
la edad. De esta manera, la disminucion de la funcion o eficiencia mitocondrial
impulsarian los fenotipos asociados al envejecimiento. Asi se plantea una relacion
proporcional entre la tasa de envejecimiento cerebral y la actividad mitocondrial. Un
aumento en la disminucién de la actividad mitocondrial se asociaria con un
envejecimiento cerebral mas rapido9 111 En tercer lugar, la funcion mitocondrial basal
de un individuo y la tasa de cambio funcional influyen en la cronologia de la EA12 116
Aquellos con una funciéon basal baja y tasas rapidas de disminucion mitocondrial,
desarrollarian sintomas y cambios histol6gicosasociados aEA a edades mas tempranas

gque aquellos con una funcién basal alta y tasas mas lentas de disminucién mitocondrial

revisado en117

Disrupcion sinaptica
Neurodegeneracion

Disminucién de la

Funcion -
mitocondrial &_‘Ct'wdad,
basal — mitocondrial » Cambios en Tau

Tiempo determinada
geneticay
ambientalmente

determinada
genéticamente

4

E Cambios en APP y
. = homeostasis de
. peptidos AR

: ? :
.-...I.ll.lll.lIll.ll.l.lllIllIIlIIl.IIl'lI'

Figura 9. Hipdtesis de cascada mitocondrial. De acuerdo con esta hipotesis, cada individuo posee una
tasa de actividad mitocondrial basal que va disminuyendo por la interaccion de componentes genéticos y
ambientales. Si dicha disminucién sobrepasa un umbral, desencadenaria los cambios histopatol6gics
propios de la EA, como las placas amiloides y los ONF. El signo de pregunta cuestiona si estos cambios
histopatolégicos podrian o no, a su vez, amplificar los cambios mitocondriales empeorando el fenotipo
presentado por el paciente. Adaptado dél7.

En este sentido, se ha observado que neuronas hipocampales y de leorteza de
pacientes de EA han presentado una disminucion en el nUmero de mitocondrias en
conjunto con localizacion de ADN y proteinas mitocondriales en vacuolas lisosomales
asociadas a degradaciohl8 También se ha observado un aumento de las especies
reactivas de oxigeno (ROS) y una disminucion en los mecanismos antioxidantes, lo cual
contribuye a un estado de estrés oxidativd!® Por ultimo, se han realizado experimentos
in vitro e in vivo que han logrado asociar este estado oxidativo anormal con el

procesamiento de APP y la disfuncién sinaptica presente en EA20.121
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Estos mecanismos parecerian interrelacionarse con las hipotesis anteriores

dando cuenta de la complejidad de la EA

4.5 Hipotesis de la propagacion de Tau

La segunda proteina que se observa depositada en los cerebros de pacientes de
EA esla forma hiperfosforilada de Tau (p-Tau), en los ONF122123 Se ha visto que, en EA,
el nimero de ONF en la corteza correlaciona positivamente con la severidad del deterioro
cognitivo, y que esto no pareceria ser igual para las placas amiloidés*125,

Tau es una proteina asociada a microtlbulos quepermite su polimerizacién 126127
Los microtlubulos son esenciales para ekcrecimiento y transporte axonal de las neuronas
y su hiperfosforilacién genera su desacople de los microtubulos para luego empezar a
agregarse28.129

Un factor en comun dentro de las taupatias es que las msmas inician en areas
especificas del cerebro para luego dispersarse a otras areas.La hipoétesis de la
propagacion de Tau, propuesta en 2009, establece quelos agregados deTau plegados
errbneamente se propagan a otras regiones cerebrales como si se tratara de una
enfermedad pridnical30, Esto quiere decir, que los agreyados fibrilares hiperfosforilados ,
viajan dentro y entre neuronas, induciendo la fosforilacion de otras proteinas Tau y la
despolimerizacién de microtibulos, contribuyendo al mal funcionamiento neuronal
(Figura 10).

1. Presencia de Tau . tr‘“< R
; : =¥, P¥lor” 2. Propagacion de Tau
\f\ hiperfosforilado en axones M;’(Q‘\ o {/ nedidads por la microgiia
‘ﬁi: »,

2. Tau aberrante extracelular

3. Recepcion neuronal de
de Tau aberrante

4, Cambio conformacional de Tau en neuronas receptoras

Figura 10. Hipotesis de la propagacion transcelular de Tau. De acuerdo con esta propuesta,
inicialmente la hiperfosforilacion de Tau, caracteristica de los ONF, generariacambios conformacionales en
la proteina Tau de una neurona (1) Dichas formas aberrantes de Tau podrian propagarse por medio de
exosomasy la microglia (2) y ser recibidas por neuronas no afectadaspor endocitosis (3). Esto, induciria el
plegamiento incorrecto de las proteinas Tau presentes enla neurona receptora, afectandola y propagando
nuevamente las formas aberrantes(4).

Esta hipotesis es @mmpatible con la ya mencionada hipétesis de la cascada

amiloide ya que p-Tau parece ser necesarigpara la neurotoxicidad mediada por Aa a
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nivel sinaptico al presentarse en las dendritast3L A su vez,la isoforma APOE 4, asociada
a fallas en la remocién de péptido A3, también ha sido asociada a un aumento de pTau

en modelos murinos32 También, el agregado de pTau y su desacople de los
microtubulos impide el correcto transporte axonal 133, Por ultimo, se ha asociado la
presencia de pTau a desregulaciones de los procesos de fision y fusibn mitocondrial,
activando vias de respuesta a estrés mitocondrial®*. Finalmente, APP y Tau parecen
colaborar en la homeostasis del hierro!3s 137,

La presentacion de esta hipotesis plantedé una alternativa a lade la cascada
amiloide, lo que desencad@o la generacion de diversos medicamentosenfocados en
inhibir la formacién de Tau y su fosforilacidn aberrante, inhibidores de quinasas deTau
e inmunoterapias contra Tau 138139

5. Células madre humanas: clasificacion, obtencion y
potenciales usos.

Como ya fue establecido, la EA es una patologi@aompleja que sigue sin tener una
cura a pesar de haber sido descripta hace mas de 100 afio$i bien se han propuesto
muchos farmacos conpotencialidad para combatirla, la mayoria no ha podido atravesar
los ensayos clinicos correspondientes para asegurar su uso en la sociedadgarantizar un
cambio sustancial en el desarrollo de la enfermedad=°.

Una de las dificultades mas grandes que se presenta a la hora destudiar en
profundidad esta patologia es la dificultad paraacceder amuestras representativas de
pacientes en diversos estadiosde la enfermedad

En ese sentido, las célulasmadre humanas (CMh), y en especial lascélulas
madre pluripotentes inducidas humanas (CMPih), se presentan como una herramienta
clave para el estudio delas enfermedades neuroldgicas.

Las CMh estan formadas por un grupo particular de células presentes en todos
los estados de la vida, que poseen la habilidad deautorrenovarse y de diferenciarse a
tipos celulares especializados A su vez, puedenclasificarse segun su capacidad de
diferenciarse (totipotentes, plu ripotentes, multipotentes, oligopotentes o unipotentes) o
su origen (embrionarias, adultas o pluripotentes inducidas) revisadoen140

Las CMh totipotentes tienen la capacidad de diferenciarse a las células que
forman un organismo entero. Este es el caso detigoto y hasta elestadode desarrollo de
blastocisto, que esta formado por un macizo celular interno [del cual se aislan las
llamadas células madre embrionarias humanas (CMEh)] y el trofoectodermo, el cual da

lugar a la placentat4l
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Las células madre pluripotentes humanas (CMPh), como su nombre lo indica,
pueden formar todas las capas germinales, pero no las estructuras extraembrionarias.
Dentro de estas se pueden encontrar las CMB, las cualesse aislan del macizo celular
interno del blastocisto y se cultivan en condiciones que mantengan el estado
indiferenciado 142, A su vez, lasCMPih se obtienen graciasa la exposicién de células
somaticas a factores de transcripcion especificos (conocidos como los factores de
Yamanaka) quereprograman la maquinaria transcripcional de la célula somética para
devolverla a un estadio similar al de las CMEh. Y en particular, sin alteraciones
gendmicas importantes, un punto importante al considerar su uso para el estudio de
enfermedades que pueden tener una carga genéticaignificativa 143,

Dada la importancia de las CMPih para el presente trabajo, mas adelante se
presentara una caracterizacion exhaustiva de las mismas, pero de momento
continuaremos con la clasificacion de lasCMh.

Las células multipotentes presentan un potencial de diferenciaciéon reducido con
respecto a lasCMPh ya que solo pueden diferenciarse a ungrupo especifico de linajes
celulares. Un ejemplo son las CMh hematopoyéticas, las cuales pueden dferenciarse a
los diversos tipos de células sanguineas, pero no atros tipos de tejidos. Estas se
consideran CMh adultas ya que se encuentran presentes adn en un cuerpo
completamente desarrollado. Por su lado, las CMh oligopotentes solo pueden
diferenciarse a una cantidad reducida de células como lasCMh neuralesy finalmente las

unipotentes, solo pueden diferenciarse a un Unico tipo celular (Figura 11)revisadoen144,
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Figura 1 1. Capacidad de diferenciacion de las células madre humanas (CM h). Antes de la
implantacion, el cigoto tiene una capacidad totipotente, de generar todas las células necesariapara formar

un organismo. El macizo celular interno, tiene capacidad pluripotente, es decir que puede diferenciarse a las
tres capasgerminales (endodermo, mesodermo y ectodermo). Cada una de las capas germinales esi misma,
tiene capacidad multipotente, es decir, solo de generarlos tipos celulares asociados a su linajeCada una de
estas capas germinales puede diferenciarse a su vez a una serie de CM oligopotentes que daran como
resultado las células soméaticas. Asi, Eendodermo puede generarel tracto digestivo, células pulmonares y
diversos tipos y glandulas. EI mesodermo puede generar tejido adiposo, 6seo, muscular cardiaco y
sanguineo. Por ultimo, el ectodermo puede diferenciarse a tejido neuronal y células epiteliales.

La figura 11 no solo ilustrala potencialidad que tienen las CMh de generar todo
tipo de tejidos sino también el dilema ético que subyace d uso de CMEh en terapias
regenerativas ya que su proceso de generaciénimplica la utilizacion de embriones
humanos!4s, Por su lado, las CMPih son un tipo particular de CM h ya que son generadas
a partir de células somaticas (como por ejemplo fibroblastos o eritroblastos de sangre

periférica) lo que las vuelve ideal para resdver este problema.
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La primera descripcion de la obtencién de CMPih fue realizada en 2006 por el
grupo del investigador japonés Shinya Yamanaka trabajo por el cual 6 afios después
recibié el premio Nobel de fisiologia y medicina. En este trabajo, demostraron que era
posible obtener células madre pluripotentes a partir de la reversién del estado de
diferenciacién de células somaticas terminalmente diferenciadas (fibroblastos dérmicos
de raton) mediante la sobre-expresion de cuatro factores de transeipcion (OCT -4, KLF4,
SOX-2 y C-MYC, abreviados como OKSM146, Un afio mas tarde, el mismo grupo de
investigacion logré similares resultados partiendo de fibroblastos humanos4’, lo que
generd multiplicidad de trabajos para la optimizacién de su obtencion!4é,

Las CMPh se pueden obtener desde fibroblastos, a partir de unaperforacion
cutanea (también conocido como punch de piel) o reseccidn quirargical4®. Pero también
se han desarrollado métodos de obtenciébn menos invasivos que parten desde células
mononucleares de sangre periférica (del inglés PBMC,peripheral blood mononuclear
cells)1*0 o de célulasrecolectadas de la orind>% Estas fuentes de CMPh, cuya obtencién
es més sencilla yproduce menos dolor, resultan especialmente valiosas en el caso de
enfermedades genéticas quemuchas vecesinvolucran tomar muestra de nifios y/o
personas con deterioro cognitivo, como es el quecaso de EAf.

No solo se ha progresado en la fuente de células a reprogramar a CMPih, sino
también en los métodos de reprogramacion. En la figura 12, se presenta un resumen de
los métodos de reprogramacion mas utilizados revisados en 148 En primer lugar, se
encuentran los métodos basados en trarsducciones con vectores virales integrativos,
como vectores basados en retrovirus o lentivirus. Estos vectores se integran en el genoma
de las células somaticas y codifican para los cuatro factores de reprogramacion (OKSM),
los cuales al expresarse de forma estable facilitan la conversion a CMPih. Sin embargo,
la integracion de ADN viral en el genoma de las células sométicas podria implicar la
disrupcién de genes endodgenos. Para solucionar estos problemas, se desarrollaron
métodos de reprogramacion basados en transducciones con vectores virales no
integrativos, que incluyen el uso de adenovirus o el virus Sendai (uno de los mas
utilizados hoy en dia), los cuales permiten la expresion transitoria de OKSM sin generar
modificaciones gendmicas permanentes.

En tercer lugar, se encuentran los vectores removibles o auteremovibles, los
cuales combinan la eficiencia de los vectores integrables con la seguridad de los no
integrables. Estos estan diseflados para integrarse en el genoma de las células somaticas
inicialmente, pero contiene elementos que permiten su remocién posterior gracias a
mecanismos como la escision por la recombinasa Cre (como es el caso del casete de
reprogramacion STEMCCA, utilizado en esta tesis doctoral) o el sistema transposasa

PiggyBac. Deesta manera, se retiran los genes exdgenos luego de la reprogramacion
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minimizando el riesgo de inserciones no deseadas mientras se mantiene la expresion
estable de los factores de reprogramacion.

Por dltimo, se desarrollaron métodos no virales, los cuales apuntan a ser mas
seguros y simples. Estos utilizan varios sistemas de ingreso de los OKSM como ser:
plasmidos de expresion episomales incorporados mediante nucleofeccion, ARNm,
proteinas recombinantes o la utilizacién de inhibidores farmacolégicos. Aunque estos
métodos evitan los riesgos asociados al uso de vectores virales, sobre todo considerando
su posterior utilizacion en humanos, muchas veces poseen muy baja eficiencia de
reprogramacion en comparacion con los otros métodos antes mencionados.

En resumen, los métodos basados en la integracion viral sn muy eficientes, pero
pueden generar modificaciones gendmicas mientras que los métodos no integrativos o
no virales priorizan la seguridad a costa de por lo general una menor eficiencia de
reprogramacion. Hoy en dia se siguen desarrollando estudios y protocolos nuevos que
permiten mejorar la eficiencia, seguridad y escalado en la generacion de CMPih para su

aplicacion en medicina regenerativa y modelado de enfermedades.

1. Transfeccion viral con
integracion en el genoma
(Ej. retrovirus, lentivirus)

v

2. Transfeccion viral sin
integracion en el genoma (Ej.

v

virus Sendai, adenovirus,
pladsmidos de mRNA,
plasmidos episomales )
Transposén Transposasa
Piggyback Piggyback %
MNP + 37

3. Vectores auto-removibles P .
(Ej. Cre-Lox, Piggyback ) o @

v

4. métodos sin integracion,
no virales (Ej. nanocarriers,
moléculas pequefas )

a
é;

Fibroblastos

Figura 12. Métodos de reprogramacion. Los cuatro métodos clave para incorporar a los factores de
reprogramacion OKSM a las células somaticas. Los sistemas virales integrativos (1) fueron los primeros en
utilizarse para administrar factores de transcripcion para obtener CMPih, pero tienen la de sventaja de
incorporar su material genético y contribuir a la formacion de teratomas. Al evitar la integracion, los métodos
novedosos (vectores no integrativos, vectores auteescindibles y vectores no virales no integativos) (2, 3y
4) representan mejoras iterativas con respecto a esta metodologia inicial. Estos enfoques proporcionan
avances significativos en la seguridad y eficacia de las CMPih, que luego pueden trasladarse a aplicaciones
cientificas y clinicas posteriores. Adaptado de 148
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Las CMPih no solo resuelven el conflicto ético del uso de embriones para su
generacion, sino que, al ser capaces de ser generadas a partir deélulas somaticas delos
mismos pacientes, permiten la creacion de modelosin vitro personalizados (lo que abre
otro dilema ético acerca de la disponibilidad de estas técnicas para toda la poblacié,
que consideran las variaciones genéticas pertenecientes d paciente. Ademas, al
autorreplicarse y ser pluripotentes, permiten la diferenciacion de CMPih atipos celulares
especificos,como neuronast?, astrocitos!s3 o microglia!®, lo que permite recapitular las
condiciones de una enfermedad en condiciones controladas Asimismo, estos modelos
pueden ser utilizados para probar la eficiencia y seguridad de compuestos terapéuticos
en un contexto celular relevante, complementando los modelos animales. Por ultimo,
estas @lulas pueden ser manipuladas genéticamenté®, lo que las vuelve un modelo
excelente para el estudio de enfermedades determinadas genéticamentecomo asi

también abre la puerta aterapias génicas regenerativas basadas e€MPih (Figura 13).

Uso de células madre plurpotentes inducidas para el estudio de enfermedades neurolégicas
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Figura 1 3. Uso de células madre pluripotentes inducidas humanas (CMPih) derivadas de

pacientes para estudios neurolégicos . 1. Las CMPih son derivadas de pacientes y donantes sanopor
alguno de losmétodos de reprogramacion celular explicados anteriormente. Ademas, utilizando técnicas de
edicion génica dirigida, es posible corregir mutaciones asociadas a una determinada enfermedad, de modo
de generar lineas isogénicaswild -type (WT). Las CMPih son diferenciadas atipos neurales relevantes para
el estudio de la patologia (neuronas, gia, etc.). 2. Las neuronasdiferenciadas a partir de CMPih de son
utilizadas para el estudio de fenotipos asociados a la patologia a través densayosmorfol6gicos, funcionales
y moleculares. 3. Una vez encontrados fenotipos patolégicos, las neuronas diferenciadas de CMPih de
pacientes pueden ser utilizadas para hacer testeo de drogag desarrollo de tratamientos. Modificado de 156
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A pesar de sus ventajasy potenciales usos resulta imperioso mencionar, que se
trata de tecnologiasaun en desarrollo, que siguen en constante proceso de optimizacion
que no recapitulan a un organismo en su totalidad y que deben superar estrictos
controles de calidad para ser utilizad as en humanog®’, Hasta el momento, el caso mas
extendido de ensayos clinicos en humanos para el tratamiento de enfermedades
neuroldgicas consiste enel trasplante de neuronas dopaminérgicas derivadas de CMPih
para el tratamiento de Enfermedad de Parkinson158.159

6. Modelos de diferenciaciéon neural

La aparicion de las técnicas para la obtencibn de CMEh yCMPih abrieron la
posibilidad de generar terapias de reemplazopara la mayoria de los tejidos En el area de
enfermedades neurolégicas las CMPih derivadas de pacientes han facilitado su
comprension, sirviendo como una plataforma ideal para el estudio de mecanismos
moleculares del desarrollo de las patologias como asi también paraprobar enfoques
terapéuticos160i 162

Hasta la fecha, se han publicadomultiples protocolos para diferenciar CMPh en
subpoblaciones celulares neurales especificas, incluyendo neuronas corticales, motoras,
dopaminérgicas, GABAérgicas, colinérgicas y serotoninérgica®d 171 Ademas se han
establecido protocolos de diferenciacion para células microgliales, astrocitog?2174 y
oligodendrocitos 175 177,

Estos protocolos reproducen en 2 dimensiones (2D) algunos de los procesos
observados durante el desarrollo del sistema nervioso central (SNC) y recapitulan las
poblaciones neurales presentes enel embrién humano. Si bien es posible realizar co
cultivos de los diversos tipos celulares para generar modelos mas complejog’s, los
mMismos no son capaces deecapitular un tejido completo.

En ese sentido, la aparicion de cultivos neurales en 3 dimensiones (3D),
com“nmente ||l amados i o@OGpk peomiteh eecapitala rakgunosal e s 0
aspectos generales dedesarrollo tardio de un cerebro humano como la diversidad celular
y la organizacion espacial de las células

Utilizando las capacidades intrinsecas delas CMPih en conjunto con pulsos
controlados de estimulos externos, que imitan los gradientes de morfégenos presentes
en el embrion y el agregado de sustancias como el matrigel que permiten emular la matriz
extracelular, es posible generartanto OCs heterogéneos como asi también dirigirlos para
modelar regiones encefalicasespecificas como corteza, hipocampo, talamohipotdlamo
y cerebelo entre otras79 186,
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Estos modelos generan OCs de linaje mas bien embrionario, pero es posible
mantenerlos en cultivo por varios meses dando como resultado organoides que se
asemejan un poco mMas a un cerebro humanés©187.188 Sj pjen esto es una ventaja al
momento de modelar enfermedades que requieren un OC mas maduro, todavia se estan
desarrollando técnicas que permitan perfundir los mismo s para mantener niveles de
oxigeno, nutrientes y factores de sefializacion a lo largo de todo el O®9% 191 A su vez,
recientemente se hangenerado protocolos para generarorganoidesde linaje mixto como
asi también protocolos para ensanblar organoides de linaje especifico entre si (también
conoci dos ¢ o mo pauwe pamiité estudibecenectividad entre regiones.

Un tipo especial de modeladolo constituyen los llamados 6rganos en chip. Estos
estan formados por un dispositivo de cultivo celular que contiene micro canales capaces
de ser perfundidos en continuo, donde habitan células. Son capaces de recapitular
aspectos clave detejidos u 6rganos al controlar el flujo de perfusion, el medio y los
factores que irrigan las células y las interacciones célulacélula y célulamatriz
extracelular revisado enigs,

El avance en losprotocolos de diferenciacion en 2D y 3D, sumado a las técnicas
de edicion génica dirigida, constituyen herramientas clave para el analisis de estos
modelos en contextos fisiolégicos normales y patolégicos(Figura 14).

CMN Neuronas

r

=
Bk

Microscopia

Figura 1 4. Aplicaciones de los modelos neurales derivados de CMPih para el estudio de

enfermedades neurolégicas . Las CMPih pueden diferenciarse en cultivosin vitro en 2D (arriba) y 3D
(abajo), los cuales pueden usarse para realizar multiples ensayos En el contexto de enfermedades
neurologicas, se pueden utilizar técnicas multiémicas de alto rendimiento (HTMO, del inglés high-
throughput multi -omics), ensayos electrofisiolégicos,estudiar vulnerabilidad neuronal selectiva , analisis de

Asembloides

Organoides Organqides
cerebrales vascularizados
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imagenes de microscopia y evaluacién de farmacos, entre otros. Las CMPih se obtienen a partir de la
reprogramacion de células somaticas ypueden derivarse, siguiendo los protocolos adecuados, alas diversas
células que conforman el SNC, comoson microglia, astrocitos, neuronas postmitoticas y oligodendrocitos.
Estas, pueden ser utilizadaspor separado opara realizar co-cultivos, estableciendo cantidades definidas de
cada subtipo celular. A su vez,las CMPih pueden desarrollar modelos de organoides cerebrales complejos y
no guiados o diferencialmente definidos que puedan ensamblarse entre si (asembbides) y por Ultimo, los
avances en microfluidica han permitido la generacién de organoides en chip

Los protocolos de diferenciacién de CMPih a linajes especificos, ya sea en 2D o
3D, se desprenden de afios destudio del proceso natural de neurogénesis embrionaria.
Este proceso inicia luego de la gastrulacién, un proceso embrionario que consiste en la
migracién especifica y controlada de células de la blastula y termina en la formacion de
las tres capas germindes: ectodermo, mesodermo y endodermo. La regulacion de este
proceso esta bajo la influencia de los factores BMP, WNT y Activina A/Nodal y sus
inhibidores secretados por los tejidos circundantes. Estas interacciones también son
influenciadas por sefiales mecanicas y la estructura fisica del tejido93,

Luego de este proceso ocurre lo que se conoce como neurulacion (Figura 15 A),
gracias al cual se termina formando el tubo neural que va a dar lugar a la formacion del
sistema nervioso (SN). Brevemente, ciertas regiones del ectodermo contindan
diferenciandose para formar la placa neural y sus bordes, los cuales posteriormente se
conocen como crestas neurales. En el tercer mes de gestacion se observa el plegado de la
placa neural hacia el interior del embridn, gracias al acercamiento de las crestas neurales
entre si hasta que se unen y terminan formando un tubo hueco: el tubo neural el cual se
va cerrando progresivamente a lo largo de todo el organismo y va a dar lugar al sistema
nervioso central (SNC). Asimismo, las células de la cresta neural se desprenden &
ectodermo. Estas van a dar lugar a los ganglios y células neurales del sistema nervioso
periférico (SNP) 194,

A medida que el desarrollo progresase comienza a observar ladeterminaciéon de
las diversas divisiones del encéfalo (el prosencéfalo -el cual luego se subdivide en
telencéfalo y diencéfalo-, el mesencéfalo y el rombencéfaly y la médula espinal gracias a
una serie de gradientes mediados porproteinas tales comobone morphogenetic proteins
(BMP)- sonic hedgehog (SHH) y factores de la via deWNT-Noggin que establecenlos
ejes dorsalventral y rostral -caudal, respectivamente revisado en 195 (Figura 15 B). En
particular, la corteza cerebral se deriva principalmente de la parte dorsal del telencéfalo.

No es el punto de esta tesis discutiren profundidad el desarrollo y maduracion
de la cortezacerebral, zona muy afectada en la EAni de los nichos de neurogénesis
presente en el cerebroadulto, pero, dada la naturaleza de los modelos en 2D y 3D que
estaremos utilizando mé&s adelante, resulta pertinente explicarlo, aunque sea
brevemente.

Como se ha mencionado previamente, el tubo neural se origina a partir del

neuroectodermo. Antes del inicio de la neurogénesis, definida como el proceso de
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generacion y maduracion de neuronas desde el desarrollo prenatal hasta la adultez, el
neuroepitelio esta compuesto por células madre neuroepiteliales (CMNE). Estas células
atraviesan divisiones simétricas que expanden la superficie del neuroepitelio ydan lugar
a las células gliales radialesventriculares (GRv), cuyos cuerpos celulares se localizan en
la zona ventricular (ZV). En estas etapas tempranas, diversos gradientes de morfégenos,
incluyendo el factor de crecimiento de fibroblastos (FGF) expresado pa la cresta neural
anterior, asi como las sefalizaciones de Wnt y BMP, entre otros, inducen la expresion de
factores de transcripcion en el neuroepitelio y las células GR. Estos factores, a su vez,
regulan la expresion de factores de transcripcibn que ejectan programas de
diferenciacion neuronal especificos de la region y controlan el destino celular de las
neuronas hacidas en distintas regiones cerebralesMientras las células GRy proliferan
para autorrenovarse también dan origen a otras células progenitaras, como las células
gliales radiales externas(GRe,también conocidas en la literatura como gliaradial basal)
y las células progenitoras intermedias (CPI). Las células GRe externas y las CPI
eventualmente forman la zona subventricular (SVZ). Estos subtipos celularescambian
su competencia temporal durante la corticogénesis y dan origen secuencialmente a
diferentes neuronas y células gliales mediante divisiones asimétricasy migracion
neuronal. Las GRe primero producen neuronas de capa profunda (capa VI/V) y
posteriormente neuronas de capa superficial (capa IV/III/1l) principalmente a través de
CPI. En etapas posteriores, las GR hacen la transicion de la neurogénesis a la gliogénesis
y dan origen a astrocitos, oligodendrocitos, interneuronas del bulbo olfatorio y células
ependimarias. En la etapa postnatal, la mayoria de lasGR estan diferenciadas, y algunas
de ellas permanecen como células madre neurales adultagFigura 15 C)-%.

Tanto los progenitores neurales como las neuronagpueden ser distinguidas entre
si por la presencia de ciertos marcadoresLos progenitores presentan marcadores como
PAX6 y TBR2197, Por su parte, las neuronas deproyeccion que han sido desciptas como
neuronas excitatorias corticales se han clasificado en 3 grandes grupos: Las neuronas
corticotal amicas, las cuales se encuentran en la capa VI y expresan el factor de
transcripcion TBR1, neuronas del tracto piramidal, las cuales poseen su soma en la capa
V y expresan los factores detranscripcion FEZF2 y BCL11B(también conocido como
Ctip2)1%. Y las neuronas intraencefdlicas, que proyectan a diferentes areas dentro del
prosencéfalo, las cuales se localizan en las capasi VI y se caracterizan por la expresion
del marcador SATB219,
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Figura 15. A proceso de neurulacion . 1. La diferenciacion de una region del ectodermo da origen a la
placa neural y sus bordes.2. El plegado de la placa neural hacia el interior del embrién ocurre gracias al
acercamiento de las crestas neurales entre si hasta fusionarse y formar un tubo hueco: el tubo neuraB. Este
tubo se cierra gradualmente a lo largo del cuerpo y eventualmente da lugar alSNC. Simultaneamente, las
células de la cresta neural se desprenden del ectodermo, originand@l SNP.B. Esquema de la formacion

del tubo neural y establecimiento de la identidad de regiones del cerebro . La liberacion espacial
y temporalmente definida de los factores SHH, BMP, WNT y Noggin establecen los ejes dorsoventral y
rostrocaudal, respectivamente del tubo neural y definen las regionesdel SNC y el cerebro embrionario. C.
Representacion esquematica del desarrollo cortical. Se muestran tres poblaciones diferentes de
progenitores (células madre neuroepiteliales (CMNE), células gliales radiales (GRv y GRe) y células
progenitoras intermedias (CPI)) y neuronas (tanto de capas profundas (verdes)como externas (rojas)). Los
progenitores que residen dentro de la ZV llevan a cabo divisiones de autgenovacion para generar huevos
progenitores GRv asi como divisiones para generarotros progenitores (GRe y CPI) A medida que avanza la
corticogénesis, los progenitores inicialmente expanden su poblacion, luego se desplazan hacia la produccién
de neuronas y progenitores intermedios. Los progenitores intermedios dentro de la ZSV también generan
neuronas. Las neuronas migran a través de la X’E hacia la GC para formar las capas de la corteza cerebral.
CC, capas corticales, ZSV, zona subventricular; ZVE, zona ventricular externa, ZVE, zona ventricular interna.
Adaptado de 195.196

En resumen, los modelos neurales derivados deCMPih de pacientesrepresentan
modelos in vitro Unicos para el estudio de enfermedades neuroldgicas En primera
instancia, constituyen una fuente inagotable de células obtenidas de pacientes, las cuales
conservan el perfil genético del donante y posibilitan la investigacion de los mecanismos
relacionados con la enfermedad.A su vez proporcionan un modelo humano para poner
a prueba tratamientos innovadores, con el potencial de agilizar la implementacién de
enfoques terapéuticos novedososal complementar los modelos ya existentes Por Gltimo,
representan una fuente renovable de células para estrategias de reemplazo celular en el

tratamiento de trastornos neurodegenerativos.

7. Modelos de enfermedad de Alzheimer.

Los primeros capitulos de esta introduccion intentan explicar en parte la
complejidad de esta patologiay por qué la mismarepresenta un desafio significativo para
la salud publica en la actualidad. En el 5to y 6to capitulo, introducimos el concepto de
CMPih y cdmo estasson capaces de ser diferenciadas a linaje neural, volviéndolas una
herramienta potente en el contexto de la medicina traslacional. En este ultimo capitulo
haremos un breve abordaje de los diversos modelos de estudiale la EAexistentes hasia
la fecha.

La figura 16 ilustra un resumen de estos modelos.El primer modelo , que permiti 6

la descripcion histopatolégica de la enfermedad y que aln hoy en dia sigue siendo vital
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para realizar comparaciones con el resto de los modeloss el del tejido post-mortem de
pacientes con EA. Las limitantes de este modelaa grandes rasgos songue son finitos y
escasosgque solamente muestran la faceta final de la enfermedad (y puede estar afectada
por otras comorbilidades) y que no permiten realizar ensayos farmacologicos que puedan
representar cambios en un fenotipo. Por eso, en los Ultimos afios, se trabajo

extensamente en la generacion de diversosiuevos modelos de EA
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Figura 1 6. Modelos de estudio de Enfermedad de Alzheimer . A. Estudios de cortes histologicos de
pacientes afectados con EA comodonantes no afectados. Permiten realizar estudios de ciertos aspectos
celulares y moleculares de la patologia.B. Modelos animales (vertebrados e invertebrados). Gracias al
avance de técnicas de imagenes, edicidn génica, test comportamentales farmacol6gicos, permiten no solo
describir vias metabdlicas involucradas sino también probar tratamientos . C. Modelos humanos, derivados

de CMPih y CMER.

7.1Modelos animales

Existen modelos en Drosophila Melanogaster , Caenorhabditis elegans, rata,
perro y primates no humanos, los cuales han servido para evaluar diversos aspectos de
la EA revisado er200 ' Sin embargo, dentro de los modelos animales,los ratones han sido la
piedra angular del estudio de la EA gracias a la cantidad de herramientas de
manipulaciéon génica disponibles y periodo de vida corto; como asi también su cercania

y similitud evolutiva con los humanos®L. A su vez, poseen analogos de la mayoria de las
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regiones encefalicas como asi también los sistemas de neurotransmisorefiumanos lo
que permite estudiar la funcidon neuronal y los circuitos involucrados y realizarles
ensayoscomportamentales que permitan estudiar su cognicién.

La mayoria de estos modelos se baga en la sobre expresién de proteinas
humanas portadores de mutaciones asociadas a EAf como es el caso del ratdn 5xFAE
cual expresa APP con 3 mutaciones Florida (1716V), London (V7171) y Swedish
(K670N/M671L) bajo la regulacion del promotor Thyl , en conjunto con 2 mutacionesen
el gen de PSEN1 (L286V y M146L3°2. De acuerdo con la base de datos de Alzhforum,
hasta el momento  existen 204  modelos de EA en ratones
(https://www.alzforum.org/research -models/alzheimers -diseasé, donde la mayoria de
ellos se basan en generar mutaciones sobre genes asociadaesEA, ya sea para modelar
EAf 0 EAe. Estos modelos al estar basados en mutaciones en distintos genes en paralelo
o de a uno, han permitido diseccionar el aporte de las distintas proteinasinvolucradas
contribuyendo a generar y sostener las teorias presentadas en elapitulo 4. Estos
modelos, capaces de recapitularel depésito de placas amiloidesy la fosforilacion y
propagacion de acumulos de Tay también son capaces de imitar otros fenotipos
patolégicos como son ladisfuncién sinaptica, neurodegeneraciony alteraciones en las
células gliales entre otros revisadoen 203

De todas formas y como sucede cortodos los modelos de estudio, es necesario
destacar las limitaciones que tienen los modelos basados en animalesSi bien los ratones
resultan ser mas similares evolutivamente a los humanos que la mayoria de losotros
sistemas genéticos, los procesos celulares y lagas de sefializacioncomo asi también los
niveles de expresion de proteinas relevantes a la patolgia son diferentes de los
encontrados en los humanosy muchas vecesel fenotipo obtenido es dependiente del
constructo genético utilizado 204.205, Esto no quita que los modelos animales siguen siendo
extremadamente Utiles y necesarios para tratar de entender una enfermedad tan
compleja como es la EA, en particular por su capacidad de recapitular el deterior
cognitivo, pero por otro lado es necesario serconscientesde las limitaciones existentes.

Siguiendo con esta idea los modelos deCMPih derivados de pacientes superan
la barrera de la especie, pero naes posible realizar ensayos cognitivos, con lo cual es ideal
utilizar en conjunto los diversos modelos existentes con el fin obtener resultados

prometedores.

7.2 Modelos de células madre humanas

Como se menciono en el capitulo anterior,los avances en el desarrollo de modelos

neurales partiendo de CMPih sigue en constante crecimiento y ha logrado la generacion
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de modelos en 2D y 3D.ElI modelado de enfermedades uilizando CMPih comienza con

la derivacion de estas desde células somaticas portadoras de mutaciones causales de la
enfermedad (o factores de riesgo como es el caso de la EAe) para luego diferenciarlas a
los tipos celulares correspondientes.

En el contexto de EA se ha observado qudas neuronas derivadas deCMPih de
pacientes de Efe y EAf generalmente exhiben fenotipos asociados a la EA comoun
aumento en la produccién d e , Aigerfosforilacién de Tau o cambios electrofisiolégicos
y activacion de quinasas asociadas a E®R6207, Mas aun, gracias al desarrollo de diversos
protocolos de diferenciaciébn se han logrado estudiar procesos involucrados en el
desarrollo de la EAf y EAe no solo en el contexto neuronal sino también en el contexto

de otros tipos celulares (Tabla 1)

Mutacion Tipos Fenotipos observados en cultivo
celulares
analizados
Alzheimer de tipo familiar
PSEN1(A246E), PSEN2(N141l) Neuronas Incremento en la secrecion de A2
PSEN1(A79V), APP (K724N) Neuronas Incremento en la relacion Abazuao
PSEN1(gE9) Neuronas Incremento en la relacién Abaszio , reduccion
de la actividad de o-secretasa
PSEN1 Neuronas Incremento en la secrecién de A2, funcién
autofagicadafiada
PSEN1(A246E, H163R o M146L) Neuronas Incremento en la relacion Abasziao
PSEN1(A246E) Neuronas Incremento en la relacion Abazio , expresion
aumentada deFOXG1 mGLUR1y SYT1
APP (V717I) Neuronas Incremento  en la relacion  Abas2uo,

prosencefélicas  localizacion subcelular de APP modificada,
niveles totales de Tau total y pTau
APP (V7171) Neuronasyglia Aumento en Aby APPU secr
ambos tipos celulares

Alzheimer de tipo  esporadico

desconocida Neuronas Interaccion proteica observada entre APP y
GSK3
Variantes de SOR1 Neuronas Expresion de SORY produccion de péptido
Al alteradas
APOE(#3/t4) Neuronas Incremento en la relacion  Abaszuo,
prosencefélicas  vulnerabilidad a la muerte mediada por
colinérgicas glutamato, incremento de Ca2* intracelular

tras la exposicion aglutamato
Tabla 1 Modelado de la EA utilizando CMPih derivadas de pacientes.  Extraido de208

Una barrera del modelado de tipos celulares individuales en 2D es que, como se
ha expuesto anteriormente, muchos tipos celulares estan involucrados enla progresion
de la EA Por ello, la obtenciéon de modelos neurales en 3D ha pemitido un abordaje mas
integral de los mismos. Con los afios, se han desarrollado mdultiples protocolos tanto a
corteza como a otros linajes celularesy qué ademas sean capaces de integrar otros tipos

celulares derivados de lasCMPih de pacientes. Ademas, los modelos neurkes en 3D han
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permitido observar los acimulos de placas A amiloide y los ONF, algo que no se logra
observar directamente en los modelos en 23%97 211,

Desde la obtencion de lasCMPih en 2007 ha explotado el campode generacion
de protocolos de diferenciacién a diversos tipos celulares en 2D y 3D que permiten el
estudio de enfermedades tan complejas como la EADada la extension de esta tesis, no
voy a realizar un repaso exhaustivo por los mismos, perg de estar interesados dejo a

disposicién los siguientes articulos de revisién de interés212.213
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Hipotesis del trabajo

Nuestra hipotesis de trabajo es que lavariante novedosa enPSEN1p.T119l est4

implicada en la patogénesis de la Enfermedad de Alzheimer de comienzo temprano.

Objetivos generales y especificos

El objetivo general de esta tesis fuegenerar modelos de neurodegeneracion en
dosy tres dimensiones para el estudio de laEA utilizando células madre pluripotentes
inducidas humanas (CMPih) derivadas de fibroblastos dérmicos de un paciente
masculino portador de la mutacién PSEN1T119I1.Dicho paciente pertenece a una familia
en la que se demostré herencia autosomica dominante de EA de comienzo tempranoLa
generacion de estas CMPih y su posterior diferenciacion constituye un modelo
experimental valioso que permitié aportar datos sobre la patogenicidad de esta variante.
Asimismo, estas células permitiran ser utilizadas en ensayos preclinicos de potenciales

farmacos terapéuticos.
A partir de este objetivo general se desprenden los siguientes objetivos especificos:

Objetivo especifico 1:  Evaluar la produccion de los péptidos amiloide -beta
A ao Yy A a; a partir del procesamiento proteolitico de la proteina precursora de amiloide
(APP), mediante inmunoensayos de tipo ELISA sobre los sobrenadantes y extractos
proteicos de precipitados celulares, en ensayos desobreexpresionde APPy PSENIWT y
las variantes PSEN1T119ly PSEN1A246E en células HEK293T PSEN1knock-out.

Objetivo especifico  2: Generar y validar una linea de CMPih a partir de
fibroblastos dérmicos humanos obtenidos de un paciente portador de la mutacion
¢.356C>T en el ex6n 5 (T119I) del gen d®SEN1

Objetivo especifico  3: Establecery validar modelos experimentalesin vitro de

diferenciacion neural en dos y tres dimensiones apartir de CMPih.

Objetivo  especifico 4: Estudiar la presencia de marcadores de
neurodegeneracion caracteristicos de la EA produccion de A ao, A a, y P-Tau en

sobrenadantes y extractos proteicos de precipitados celulares ydeteccion dep | ac a s
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amiloides y ovillos neurofibrilares) en los modelos neuronales establecidos y comparar
con lineas de CMPih control y derivada de un paciente portador de la mutacién
patogénica PSEN1A246E.

Objetivo especifico 5: Identificar ARNm expresados diferencialmente en
neuronas corticales derivadas de la linea de CMPIHPSEN1T119Icon respecto a aquellas
derivadas de CMPihPSEN1WT mediante secuenciacion masiva de ARNm.
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MATERIALES Y METODOS

Células utilizadas

En el presente trabajo se utilizaron cultivos primarios de fibroblastos dérmicos
humanos (FDh) portadores de la variante en heterocigosis PSEN1 p.T119I
[Chr14:73640291 C>T(GRCh37/hg19)], a partir de los cuales se reprogramaronCMPih;
fibroblastos embrionarios de raton (MEF, de sus siglas en inglés) que sirvieron como
soporte de las CMPih en los estadios mas tempranos de su generacion y células
embrionarias de riidbn humano que contienen el antigeno-T del Papovirus SV
(HEK293T, de sus siglas en inglés) las cuales se utilizaron como empaquetadoras de
particulas lentivirales como asi también como modelos de expresion proteica transitoria.

A su vez, se utilizaron las lineas deCMPih UOWi002 -A, OUWI003 -A (generosa
donacion de la Dra. Lezanne Ooi de la Universidad de Wollongong, Australiaf*4y la linea
FLENIIOO01 -Al49,

La linea OUWI003-A fue reprogramada a partir de FDh de un paciente conEAf
portador de una variante en heterocigosis en PSEN1p.A246E [Chrl14:73659540 C>A
(GRCh37/hg19)]. La linea UOWIi002-A fue reprogramada a partir de FDh de un pariente
cercano no afectado por la EA y no portador de lavariante214,

La linea FLENIIO01 -A, portadora de la mutacion en heterocigosis p.T119I en el
gen dePSEN1fue generada como parte de este trabajo doctoral tal y como se describe en

los siguientes apartados.

Disefio de guias - CRISPR/Cas9

Para la obtencién de células HEK293T editadas genéticamente se realizd el
disefio de guias de ARN (gARN) que fueron clonadosen el plasmido pSpCas9(BB)-2A-
Puro (PX459) V2.0215 el cual se modifico para insertarle la secuencia del gerGFP (del
inglés, Green Fluorescent Protein) como segundo método de seleccion de células
transfectadas, al cual llamaremospSpCas9(BB)2A-Puro-2A-GFP (Figura 17)216,
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Figural 7. Esquema del plasmido CRISPR/Cas9 -Puro -GFP. El plasmido pSpCas9(BB)-2A-Puro-2A-
GFP se encuentra integrado por una secuencia de replicacion bacteriana y eucariota (Ori. Amarillo) como
asi también por un casete de seleccidn en bacterias de resistencia a ampicilina (AMPI. Violeta). A su vez,
presenta una secuencia promotora U6 (Azul) que permite la expresion de la secuencia guia de la Cas9 hacia
el sitio de corte deseado. También se encuentra presente un sitio de restriccion tipo Il para la enzima Bbsl
en donde se efectla el clonado del ARN guia (siticen azul palido). A continuacion, aparece la secuencia del
promotor fuerte de mamiferos CBh (Verde claro), una secuencia FLAG y el gen de la proteina Cas9 (verde
oscuro) de Streptococcus pyogenes flanqueada por dos secuencias SLN (sefial de localizacion nuclear. Gris
claro) para que la proteina Cas9 se dirija al nacleo de la célula a editar. Asimismo, este plasmido codifica
para un gen que confiere resistencia al antibiético puromicina (PURO. naranja) flaqueado por dos secuencias
del péptido de autoescision 2A (gris oscuro) y la secuencia de expresion de la proteina fluorescente verde
(GFP. Rosa) seguido por una secuencia poliA (negro).

El disefio de los guias fue realizado utilizando la herramienta bioinformética
Benchling Life Sciences R&D Cloud Software (http://www.benchling.com/ ) tomando en
consideracion los siguientes puntos:

1 Seimport6é la secuencia del gen dePSEN1desde la base de datos Ensembl (cod.
ENSG00000080815), teniendo la consideracion de que nosotros vamos a
trabajar con una secuencia que se encuentra mutada en origen, aunque
utilicemos una base de datos que presente datos de secuenciaild -type.

9 Con el fin de evitar posibles sitios deiniciaciéon de la traduccion alternativos, se
opto por descartar sitios de corte en los primeros exones.

91 Dada la probabilidad de generacién de mutaciones no deseadas en genes con
zonas de reconocimiento de la Cas9 cortierto grado de homologia con el guia
clonado (off target), se seleccionaron aquellos guias que tuvieran puntajes
estimados de sitios de corte off target bajos y que ademas no fueran genes
esenciales para la supervivencia celular.

9 Se corroboré la presencia de los mismos guias por softwares diferentes: CHOP
(https://chopchop.cbu.uib.no/ ) y CRIPOR (http://crispor.tefor.net/ ).
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Figura 1 8. Secuencia parcial del exén 5y alrededores del gen de PSENL1 con guias disefiados.
Esquema del gen dePresenilina-1 (porcion parcial del intron 4 -5 y porcion parcial del ex6n 5) con secuencia
gendmica y aminoacidica asociada. En colores claros (verde y naranja), se detallan las secuencias de los guias
1y 2, respectivamente. En colores oscuros (verde y naranja), susAMs asociados. En la caja roja se marca el
sitio de interés en la hebra WT.

Una vez seleccionadas las secuencias, se buscaron sus secuencias complementarias y
se solicitd su sintesis en la empresavlacrogen (http://dna.macrogen.com /). Al momento
de realizar el pedido de sintesis, se hicieron las siguientes modificaciones sobre las

secuencias:

1 Como el plasmido de expresion del sistema guia de ARN se encuentra bajo
regulacion de promotor U6, se adicion6 una base G (C en la complementaria) en
el extremo 56 de | a hebra forward (inmedia

secuencia) para que la secuena sea reconocida por dicho promotor.

1 Ademas, con el objetivo de insertar este oligmucleétido en el plasmido mediante
corte por la enzima Bbsl, se agregaron las secuencias adaptadoras CACC y CAAA

en la hebraforward y reverse respectivamente.

A continuacion (Tabla 2), se presenta el listado de oligmucleétidos guia
sintetizados:

NOMBRE SECUENCIA DEL OLIGO HEBRA On- Off-
( %89 target  target
Score Score
PSEN1 1 REV aaadCATTCACAGAAGATACCGAG - 65,5 66,6
PSEN1 1 FWD CACCATCGGTATCTTCTGTGAATG
PSEN1 2 REV aaactACAGTCTCGGTATCTTCTGT + 57,4 81,5
PSEN1 2 FWD CACCCACAGAAGATACCGAGACTGT
Tabla 2. Secuencias de oligonucleétidos utilizados para la expresion de guias de ARN d e corte

por la enzima Cas9. En rosa se destacan las modificaciones hechas para poder insertar correctamente los
mismos en el casete de expresion plasmidico y su transcripcion bajo la regulacion del promotor U6.

Clonado de guias en el plasmido pSpCas9(BB) -2A-Puro -2A-GFP
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La inserciéon de las secuencias guia en el plasmidgpSpCas9(BB)2A-Puro-2A-
GFP se realizé en paralelo, siguiendo el protocolo publicado por F. Ann Ran y
colaboradores 215,

Con ese fin, se realizé un paso de fosforilacién y apareamiento de secuencias. Para

ol ]

ell o, se wutiliz- el enzima polinucle-tido quin
de oligonucledtidos. La utilizacion de esta enzima, en conjunto con unbuffer ligasa y un
programa de ciclado adecuado promueve las fosforilacion y apareamiento de las
secuencias complementarias para dejarlas listas para su insercion en el plasmido de
expresion.

Para realizar este protocolo se utilizé un equipo de ciclado térmico (Verity 96 well
Fast Thermal Cycle. Applied Biosystems) el cual se configur6 con los siguientes
parametros para promover, en primera instancia la fosforilacion y posteriormente el
apareamiento: 37 °C por 30 minutos, 95 °C por 5 minutos y descenso gradualde 1
°C/minuto hasta 25 °C.

Los reactivos, sgRNA Fw (10uM), 1 sgRNA Rev (10uM), 1 pl buffer ligasa T4, 10
U deenzima T4 PNK y H,O milli Q hasta llegar a volumen final indicado por el fabricante
fueron colocados en tubos aptos para PCR de 0,2 ml decapacidad y sometidos al
protocolo de ciclado previamente descripto. Al terminar, se realiz6 una dilucién 1:200 en
H.0 milli Q y se guardaron a-20 °C para su posterior utilizacion.

Para corroborar el correcto apareamiento de los guias, se realiz6 ua
electroforesis engel de agarosa 4% comparando cada set apareado contra una mezcla de
los oligonucleétidos diluidos previo al protocolo de la enzima T4 PNK (Figura 17).
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PSEN1_1 PSEN1_1 PSEN1_2 PSEN1 2
M gARN Alineado gARN Alineado

Figura 109. Evaluacion del
apareamiento de las secuencias guia.
Electroforesis en gel de agarosa 4% m/v, en

500 pb- la calle 1 se presenta el marcador de peso
molecular (M) de 100 pb. Calles 1y 2, guia

300 PSEN1_1y PSEN1_apareado. Calles 3y 4
guia PSEN1_2 y PSEN1_2 apareado,
Respectivamente.

200 pb-

100 pb-

Como se observa en la figural9, la banda correspondiente a los oligos no
apareados corre electroforéticamente el equivalente a una banda de menor peso
molecular (presumiblemente la mitad) que su contraparte alineada. Ademas, ambos
productos estan por debajo delos 100 pb (lo cual es correcto considerando que cada guia
posee 25 pb).

Posteriormente, se procedi6 al clonado de las mismas en el plasmido
pSpCas9(BB)2A-Puro-2A-GFP el cual previamente habia sido amplificado y purificado
por Midi prep.

En este caso, se utilizd una vez mas el equipo de ciclado térmico (Verity 96 well
Fast Thermal Cycle. Applied Biosystems) el cual se programd con los siguientes
parametros para promover, en primera instancia, el clivaje por la enzima Bbsl y
posteriormente el ligado por la enzima Ligasa T4: 6 ciclos de 37°C por 50 minutos
(Temperatura 6ptima de actividad dela enzimaBbsl), 21°Cpor 5 minutos (T emperatura
Optima de actividad de la enzimaT4 ligasa).

Los reactivos, 100 ng plasmido pSpCas9(BB)2A-Puro-2A-GFP, 2 ul sgRNA
alineados (dil 1:200), 2 ul buffer Tango (10x), 0.1 Unidad Weiss enzima T4 ligasa, D U
enzima Bbsl, 10 pyM DTT, 10 uM ATP y H,O milli Q a volumen, fueron colocados en tubos
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aptos para PCR de 0,2 ml de capacidad y sometidos al protocolo de ciclado previamente
descripto.

Al finalizar, se procedié a realizar una transformacién de bacterias competentes
de la cepaE. coli STBL3, utilizando como antibiético de seleccién ampicilina (100 pg/ul),
y se realiz6 unscreening de las colonias transformadas mediantecolony-PCR utilizando
los primers U6-Fwy PSEN1_1REV y PSEN1_2REV (figur&0).

A Tamafio estimado de amplicén:
U6-PSEN1_1: 120pb
U6-PSEN1_2: 120pb

Guia sgARN

U6-PSEN1_1 REV U6-PSEN1_2 REV
M C1 c2 G c4 C- G c2 C G ¢cC-

500 pb-
300 pb-

100 pb-

Figura 20 . Evaluacién de la insercion de los guias en el plasmido pSpCas9(BB) -2A-Puro -2A-
GFP. Electroforesis en gel de agarosa 1.5% m/v, en la calle 1 se presenta el marcador de peso molecular (M)
de 100 pb. Calles 25, el amplicén obtenido con los primers U6 FW y PSEN1_1 REV. Calles 810, el amplicdn
obtenido con los primers U6 FW y PSEN1_2 REV. Qlles 6 y 11, los respectivos controlesin ADN molde.
Las flechas naranjas indican la zona amplificada. El tamafio estimado de ambos amplicones es120pb. EI *
indica una kandainespecificade mayor movilidad electroforética.

Se seleccionaron las colonias 1y 2 (C1 y C2) para cada uno de los guias, ya que
presentaban una banda de amplificacion para los primers utilizados, se purifico el
producto de PCR utilizando el kit Wizard SV Gel and PCR Clearup System de Romega

(previo chequeo del producto de PCR mediante corrida electroforética en gel de agarosa

1,5%) y se corroboro la presencia de la secuencia guia mediante secuenciacion de Sanger
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(utilizamos el servicio de la empresa Macrogen, https://dna.macrogen.com).
Finalmente, realizamos una Midi prep para amplificar el plasmido clonado.

Colony - PCR

La colony-PCR es una técnica de alto rendimiento para determinar la presencia
0 ausencia de un inserto de ADN en construcciones de plasmidos. En este caso lo que se
realiza es una PCR para cada guia y se utilizan comprimers FW el oligonucle6tido que
contiene la secuencia promotora del guia primer U6FW). De esta manera, se amplifica
el guia si y solo si esta inserto dentro del plasmido que contiene el promotor UG.

Partiendo de la placa de seleccién con ampicilina que se menciond en el inciso
anterior se picaron colonias de forma individual y se colocaron en tubos de 0,2 mL aptos
para PCR en los cuales previamente se pipetearon los reactivos correspondientes a una
PCR tiempo final (Ver seccion PCR a tiempo final). El protocolo se realiz6 en el equipo
de ciclado térmico (Verity 96 well Fast Thermal Cycle, Applied biosystems) el cual se
programo con los siguientes parametros: 10 minutos a 95 °C para promover el lisado
celular, 40 ciclos de 95 °C por 15 segundos (desnaturalizacion), 60 °C por 20 segundos
(apareamiento de los primers) y 72 °C por 2 minutos (elongacién) y un periodo de
elongacion final de 72 °C por 5 minutos.

Plasmidos de expresion en células de mamiferos

Ademas de la generacién del sistema de corte guiado por el sgARN por la Cas9,
se utilizaron 3 plasmidos de expresion en mamiferos para los ensayos realizados en
células HEK293T PSEN1KO. A continuacion, se presentan los esquemas de dichos
plasmidos (Figura 21):
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A. pEGPF-N1

Figura 21. Esquema de los plasmidos utilizados para el ensayo de sobreexpresion del sistema
APP/PSENL1 en la linea HEK297 PSEN1 KO. A. pEGFP -N1. El pladsmido pEGFP-N1 se encuentra
integrado por una secuencia de replicacion bacteriana y eucariota (Ori. Amarillo) como asi también por un
casetede seleccion en bacterias ymamiferos de resistencia a kanamicina y neomicina (Kan/Neo. Violeta
claro) bajo el control de la secuencia promotora del virus de simio 40 (SV40. Violeta oscuro). A su vez,
presenta una secuencia promotora del citomegalovirus (CMV. Verde claro) que controla la expesion del gen
de la proteina verde fluorescente mejorada (EGFP. verde oscuro). B. pcDNA3.1 PSEN1 WT + VRSQ
myc -his. El plasmido pcDNA3.1 PSEN1 WT + VRSQ myehis se encuentra integrado por una secuencia de
replicacién bacteriana y eucariota (Ori. Amarillo) como asi también por un casetede seleccion en bacterias
y mamiferos de resistencia a kanamicina y neomicina (Kan/Neo. Violeta claro) bajo el control de la secuencia
promotora del virus de simio 40 (SV40. Violeta oscuro). A su vez, presenta una secuencia promotora del
citomegalovirus con su potenciador (CMV y CMV ENH. Verde claro) que controla la expresion del gen de
presenilinal wild -type (PSEN1 WT. Naranja) seguida de las secuencias tag My®x His (Rosa y amarillo) y
un casetede seleccion por ampicilina (AMPI prom y AMPI R celeste y azul, respectivamente).C. pPCMV
APP695 WT. El plasmido pCMV APP695 WT se encuentra integrado por una secuencia de replicacion
bacteriana y eucariota (Ori. Amarillo) como asi también por un casetede seleccién en bacterias ynamiferos
de resistencia a kanamicina y neomicina (Kan/Neo. Violeta claro) bajo el control de la secuencia promotora
del virus de simio 40 (SV40. Violeta oscuro). A su vez, presenta una secuencia promotora del citomegalovirus
con su potenciador (CMV y CMV ENH. Verde claro) que controla la expresién de la isoforma 695 del gen de
APP wild -type (APP 695 WT. rosa) y uncasetede seleccién por ampicilina (AMPI prom y AMPI R celeste y
azul, respectivamente).

El plasmido pEGFP-N1 ya se encontraba en el laboratorio mientras que los
plasmidos pcDNA3.1 PSEN1 WT + VRSQ my<his y pCMV APP695 WT fueron una
generosa donacion de la Dra. Celeste Karch de la Washington Universit§t?. Los mismos

fueron amplificados y purificados en bacterias Escherichiacolide | a cepa Dh5U.
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Evaluamos la integridad de los plasmidos a utilizar mediante una corrida
electroforética en un gel de agarosa 0,8% (Figura 22 A)y realizamos un ensayo de
sobreexpresion en células HEK293T wild -type para asegurarnos la correcta

funcionalidad de los plasmidos de expresion (Figura 22 B).
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Figura 22. Evaluacion de calidad de pladsmidos utilizados. A. Electroforesis en gel de agarosa 0,8%

para evaluar la integridad de los plasmidos. Se observan las 3 bandas caracteristicas correspondientes ada
formas lineales, circularizadas y superenrolladas. M: marcador de peso molecular 1 Kb. APP: plasmido
pCMV APP695_WT PSEN1: plasmido pcDNA3.1 PSEN1 WT + VRSQ MYGHIS CRISPR: plasmido
pSpCas9(BB)2A-Puro -GFP- gRNAPSEN11 B. Gréficos de expresion de ARNm en células HEK293T WT
sin transfectar (control) y transfectadas con los plasmidos pCMV APP695_WT (APP) y pcDNA3.1 PSEN1
WT + VRSQ MYGHIS (PSEN1). N=3. Se utiliz6 RPL7 como gen de referencia para normalizar y los
resultados se expresan como las veces de induccién en comparacion con la condicién controBe realizé la
prueba estadistica det-Student y los valores se consideraron significativamente diferentes cuando (*) p
<0,05 vs. control.

Generacion de bacterias ~ competentes

Con el fin de amplificar los plasmidos utilizados durante esta tesis, generamos

bacterias ultra competentes de las cepas deEscherichia coli St b1 3 'y Dh5U0.

picamos una UFC (unidad formadora de colonia) por cepa, que generamos a partir de
una estria bacteriana realizada en placa de LB agar e incubada en estufa de cultivo
bacteriano ON a 37 °C. Dicha UFC fue transferida con un tip de 10ul a un Erlenmeyer
gue contenia 25 ml de medio SOB estéril (20 gr de peptona de carne, 5 gr de extracto de
levadura, 0,5 gr de NaCl, 10 mM de MgCl} para un volumen final de 1 litro) y se cultivd
en agitacion a 300 rpm a 37 °C durante un lapso de 68 horas.

A continuacién, se prepararon 3 erlenmeyer con 250 ml de medio SOB, se les
agregaron 2, 6 y 10 ml del cultivo inicial de cada cepa y se mantuvieron a 182 °C ON
con agitacion moderada (200 rpm). Al dia siguiente se midi6 la densidad o6ptica (DO) a

600 nm en un espectrofotdmetro (DU 530. Beckman Coulter) hasta observar una DO de
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0,55 para alguno de los 3 cultivos inoculados. Una vez obtenido el cultivo con la densidad
Optica necesaria, lo colocamos en bafio frio a 0 °C durante 10 minutos.

Posteriormente, se realizé una centrifugacion a 2500 x g durante 10 minutos a 4
°C, se descart6 el sobrenadante y se dej6 secar pellet al aire por 5 minutos. Dicho pellet
se resuspendié gentiimente en 80 ml debuffer Inoue (MnCl; 55 mM, CaCk 15 mM, KCI
250 mM) a 0 °C y se centrifugd nuevamente a 2500 x g durante 10 minutos a 4 °C. Se
descartd una vez mas el sobrenadante y se resuspendié suavemente géllet en 20 ml de
buffer Inoue a 0 °C. Se agregaron 1,5 ml de DMSO a la resuspension bacteriana, se
homogeneiz6 de forma orbital y se incubé en hielo durante 10 minutos. Finalmente, se
alicuotaron | as bacterias competentes obtenid
previamente enfriados en freezer y se conservaron a-80 °C. La eficiencia de

transformacion de dichas bacterias fue de aproximadamente 1x10 UFC/ug de ADN.

Transformacion de bacterias competentes

Si bien trabajamos con dos cepas distintas de acuerdo con el protocolo a realizar,
en todos los casos se procedié de igual manera para podemntroducir los plasmidos
deseados a la cepa bacteriana correspondiente.
Enfrio , se colocaron 50 11 d e b &schedchiacals compet
requerida en un tubo eppendorf de 1,5 ml y se adicionaron 10 ng de plasmido. Luego,
incubamos las bacterias y el plasmido durante 30 minutos en hielo y posteriormente se
someti6 la mezclaa42 °C por 90 segundos(Heat shock). Se realizéuna nueva incubacion
durante 5 minutos en hielo y se agregaron5 0 0 T | de medio Luria Bert:z:
NaCl; 0,5% Extracto de levadura; 1% Peptona de caseina, pH=7,2) fresco al cultivo. A
continuacion, se realizouna incubacion de 30 minutos en estufa a 37°C. Al retirar de la
estufa, se centrifugd a 300 x g durante 5 minutos, se descart el sobrenadante y se
resuspendiéelpelletbact eri ano en 150 171 de medio LB, que

una placa de LB agar conteniendo el antibiotico de selecciéradecuado

Extraccion de ADN plasmidico (Midi prep y Mini prep)

Para laobtencion de ADN plasmidico se utiliz6 el kit Wizard Plus Midipreps DNA
purification System de Promega con modificaciones de acuerdo con el equipamiento del
laboratorio.
Brevemente, el dia previose realizéel cultivode E.coli( cepa Stbl 3 o DH5U

corresponda) previamente transformada con el plasmido de interés en 100 ml de medio
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LB con el antibiotico de seleccion correspondiente. EI mismo se cultivdo ON en agitacion
a 37°C. Al dia siguiente se realizduna centrifugacion a 4000 x g durante 20 minutos a 4
°C para precipitar las células, se descart6el sobrenadante y se colocaronlas botellas
sobre una servilleta de papel para absorber el exceso de liquido.

Posteriormente, se resuspendidocompletamente el precipitado en 3 ml de solucién
de resuspension[50 mM Tris-HCI (pH 7.5), 10 mM EDTA, 100 pg/ml RNase A] y se
afadieron 3 ml de solucién de lisis celular (0.2 M NaOH, 1% SDS). Se homogeneizopor
inversion del tubo 4 veces yse dejoincubando por 4-5 minutos hasta observar el aclarado
total o parcial de la suspension celular. Finalmente, se afiadieron 3 ml de solucién de
neutralizaciéon [1.32M acetato de potasio (pH 4.8)] o 6 ml en caso de partir de un cultivo
de la cepa Stbl3la cual es EndAr. Se mezclénuevamente por inversidén 4 veces yse dejo
incubando a TA por 10 minutos.

Tras lisar las células, se realiz6 una centrifugacion a 14000 x g durante 20
minutos a 4 °C y se transfirié el sobrenadante a un tubo de centrifugacion limpio
filtrando a través de una gasa estéril para evitar el pasaje del precipitado blanco, el cual
se descarta. A continuacion, se afiateron 10 ml de la resina de purificacion de ADN al
lisado y se trasva® al reservorio de la columna provista por el kit (reservorio y midi
columna) previamente acoplada a un equipo de generacion de vacio. Se aplico vaciése
empaguet6 la resina por medio de aspiracion. En caso de tratarse de un cultivo
bacteriano de la cepa Stbl3, se agregaron 15 hde una solucién 40% isopropanol/4.2 M
Guanidina-HCI y se dej6 pasar por la columna por 30 segundos.

Luego, se realizaron 2 lavados consecutivos con 15 hde solucién de lavado[80
mM acetato de potasio, 8.3mM Tris -HCI (pH 7.5), 40 uM EDTA] aplicando vacio tras el
agregado de solucion. Al finalizar el segundo lavado, se continué con aspiracién por 30
segundos para secar la columnay se separ6 la midiolumna del reservorio para colocarla
en un tubo de 1,5 mi estéril. Dicho acople de tubo y midi columna fue centrifugado por 2
minutos a TA a 10000 x g para retirar los restos de solucién de lavado que quedeon en
la midi columna.

Finalmente, se afiadieron 100-200 ul de agua estéril libre de ARNasasy ADNasas
previamente calentada a 70°C, se esperd 1 minuto y se centrifugé a 10000 xg por 30
segundos. Se descarté la midicolumna vacia, se centrifugd nuevamente a 10000 xg por
5 minutos y se traspasoé el contenido liquido a un nuevo tubo de 1,5 rhestéril para
remover residuos de resina de la midi columna que pudieran haber eluido con el
plasmido. La cuantificacion de la concentracion de ADN plasmidico obtenido se realizo
utilizando el equipo Nanodrop 2000.

También se realizd una extraccion plasmidica en pequefa escala (Miniprep)
partiendo de mini cultivos de 2 ml utilizando el kit Wizard Plus SV Minipreps DNA

59



purification System (Promega). Este protocolo es similar al mencionado anteriormente,
considerando que los volumenes utilizados de los reactivos se adecuan al volumen de
partida del cultivo inicial, salvo por la adicién de 10 7 | de soluci-n de prote

entre los pasos de adicion de la solucidn de lisis y la solucién de neutralizacion.

Disefiode ol i g o nuc | erinteis dopara r@alizar mutagénesis

dirigida del plasmido PSEN1 wild -type

Para el disefio de los primers requeridos para realizar las mutaciones puntuales
correspondientes (c.C356T y c.C737A respectivamente) se utilizé la herramienta
bioinformatica NEBase Changer (hitps://nebasechanger.neb.com/). En la misma, se
introdujo la secuencia completa del plasmido pcDNA3.1 PSEN1 WT + VRSQ myehis21?
y se le indic6 al programa el sitio donde se realizaria la sustituciéon como asi también el
cambio nucleotidico deseado.

En la tabla 3 se presentan los primers devueltos por el programa, como asi

también la temperatura de hibridacién éptima para que ocurra la amplificacién.

NOMBRE SECUENCIA(5'a3 6 ) TEMPERATURA DE
HIBRIDACION
MD.PSEN1 pT119-Fw ACCCCATTCAAGAAGATACC 60 °C
MD.PSEN1 pT119-Rev ATAGATTAGCTGCCCATC 60 °C
MD.PSEN1 p.A246E-Fw GAATGGACTGGTGGCTCATC 59 °C
MD. PSEN1 p.A246ERev  AGGGAGGTACTTGATAAA 59 °C
Tabla 3. Secuencias y temperaturas de hibridacién de los primers utilizados en el ensayo de
mutagénesis dirigida. En mindscula y rojo se presenta el sitio y nucledtido modificados.

Ensayo de mutagénesis dirigida

La mutagénesis de sitio dirigida por PCR es una técnica ampliamente utilizada
para introducir mutaciones en posiciones especificas dentro de una secuencia de ADN
218, Para introducir las mutaciones c. C356T y c. C7374en sendos plasmidospcDNAS3.1
PSEN1WT + VRSQ mychis, se utilizé el kit Q5 Site-Directed Mutagenesis Kit (New
England BioLabs).

Brevemente, para cada ensayo se colocarod5 ngde plasmido pcDNA3.1 PSEN1
WT + VRSQ mychis, 1, 25 pl deprimer forward (10 pM), 1, 25 ulde primer reverse (10
puM), 12, 5 yl Master Mix Q5 Hot Start High-Fidelity (2x) y 9 pl de agua libre de nucleasas
en tubos aptos para PCR de 0,2 ml de capacidad de forma tal de obtener un volumen

final de 25 pl. Se utilizé el equipo de ciclado térmico (Verity 96 well Fast Thermal Cycle.
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Applied biosystems) con el siguiente protocolo: 98 °C por 30 segundos para promover la
desnaturalizacion inicial del plasmido, 25 ciclos de 98 °C por 10 segundos para
desnaturalizar el ADN, 59-60 °C (temperatura de hibridacion de acuerdo con el set de
oligonucledtidos utilizados) por 20 segundos para permitir la hibridacién de los primers
al plasmido y 72 °C por 5 minutos para la elongacién del pldsmido modificado por la
enzima Q5 Hot Start High -Fidelity y posteriormente una elongacion final de 2 minutos
a72°C.

Una vez obtenidos los productos de PCR, se confirmé la presencia deamplicon
corriendo 5 pl de la mezcla resultante en un gel de agarosa 0,8%. Solo en caso de ver la
banda correspondiente se procedi6 a realizar el tratamiento con el mix enzimético KLD
por 5 minutos a TA. El mismo est4 compuesto por una combinacién de enzimas quinasa,
ligasa yDpnl en un buffer optimizado para el correcto funcionamiento de estas De esta
manera, se permite la fosforilacion y circularizacion de los plasmidos modificados en
paralelo a la eliminacién del templado por la enzima Dpnl . Esta enzima reconoce y cliva
secuenGATE&8 65met i | adas, s ol anolderynoeenlpsrpmduetast es en e
de PCR modificados.

Posteriormente se procedié a realizar una transformacion bacteriana de las
bacterias NEB 5-alpha Competent E.coli de alta eficiencia provistas por el kit de forma
similar a lo descripto en el apartado Transformacion de bacterias competentes
(solamente se reemplazé el LB por el medio SOB provisto por el fabricante). Es
importante realizar este paso con las bacterias dealta eficiencia provistas ya que, si bien
la eficiencia de la mutagénesis es del 80%, la eficiencia de transformacién bacteriana es
muy baja y no logramos obtener colonias con las bacterias obtenidas por el método
INOUE explicado anteriormente.

Se cultivaron 5 colonias obtenidas por ensayo de mutagénesis y tras realizar una
mini prep se procedié a corroborar la correcta insercion de la mutacion por
secuenciacion de SangefMacrogen. http://dna.macrogen.com/ ). Se selecciond 1 colonia
por ensayo de mutagénesis para realizar un cultivo de mayor volumen y realizar una midi

prep de los mismos para obtener el plasmido modificado purificado.

Cultivo de células HEK293T

Las HEK293T son células humanas provenientes de tejido embrionario de rifidn
las cuales fueron inmortalizadas utilizando adenovirus. En particular, la HEK293T es

una linea derivada que contiene el gen del antigeno SV40T y resistencia a neomicina.
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El cultivo en estas células para su amplificacion se realip en adherencia en placas
tratadas para cultivo celular, sin agregado de matrices extracelularesutilizando medio
DMEM [Dulbecco's Modified Eagle Medium alta glucosa pH 7.2 (Gibco)] suplementado
con 44 mM NaHCO3;, 25 mM HEPES, 2 mM aminoacidos no esenciales, 50 U/ml de
penicilina/estreptomicina (P/E), 2 mM L-Glutamina y 10% v/v SFB (Gibco). Las células
se crecieronen incubadora de cultivo a 37°C con una atmosfera al 5% C@

El pasaje de esta linea celular para su amplificaion o su criopreservacion se
realizé mediante el uso de la enzima peptidasa Tripsina. Brevemente, una vez alcanzada
la confluencia en placa deseada, se retid y descartd el medio de cultivo, se realizd un
lavado suave con 500uL de PBS en un pocillo de placa de 6 pocillos y se agrég500 pl
ml de solucién 0,25% Tripsina-EDTA-rojo Fenol. Se realizd una incubacion a 37 °C por
5 minutos hasta observar la disociacion total de las células. Luego, se cologan 4,5 ml
de medio DMEM suplementado con 10% v/v SFB y se tansfirieron los 5 ml de solucién
a un tubo de 15 ml apto para centrifuga y se realid una centrifugacién a 300 x g por 5
minutos a TA. Se descarb el sobrenadante y se resuspen en volumen suficiente para
pasar a nuevos pocillos donde se contimé su cultivo. Es crucial la adicion de DMEM
completo suplementado con 10% v/v SFBpara neutralizar la accién de la tripsina y evitar
que la misma siga fragmentando proteinas clave para la supervivencia celular.

Para la criopreservacion de las HEK293T, las mismos se colocaron en 1 ml de
DMEM suplementado con 20% v/v SFB y 10% v/v dimetilsulféxido (DMSO) (Sigma
Aldrich). La suspensién celular suplementada con 10% SFB fue agregada en un criotubo
de 1 m e inmediatamente después se procedi6 al agregado del DMSO el cual se colocé
lentamente y en gotas, de forma de disminuir la muerte celular. Los criotubos fueron
rapidamente colocados en un recipiente apropiado para congelar las células, el cual
contenia isopropanol y se coloco por 24 horas &80 °C. De esta manera, se permitié un
descenso controlado de la temperatura a razon de 1°C/minuto lo que aumenta la
viabilidad celular. Pasadas las 24 horas, seguardaron los viales en un tanque de
nitrégeno liquido para su almacenamiento a largo plazo.

Para descongelar las células, los viales fueron removidos del tanque de nitrégeno
liquido y rapidamente calentados a 37 °C en un bafio térmico hasta observarse liquido
dentro del tubo. Inmediatamente se transfirié el contenido de cada criotubo a un tubo
conico con 10 ml de DMEM, se centrifug6 la suspensién durante 5 minutos a 300 x g, se
removié el sobrenadante, se resuspendb el pellet en 5 ml de DMEM suplementado con

10% v/v SFB, y se sembr¢ las células en los pocillos correspondientes.
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Transfeccion de células HEK293T

Para la transfeccion de células HEK293T, tanto para la generacion de la linea
PSEN1 KOcomo para la expresion transitoria de los plasmidos de expresion de APP y
PSEN1 mutados ywild -type (WT), se utilizé el reactivo Lipofectamine 2000 (Invitrogen)
siguiendo las indicaciones del proveedor.

Brevemente, se resuspenderon las células utilizando 0,25% Tripsina-EDTA-rojo
Fenol y se plaqueaon 2 x 10° células por pocillo de una placa multipocillo de 6 wells en
medio DMEM + 10% SFB. Al dia siguiente se realizd un lavado con 500 pl de PBS1xy se
colocd con suavidad 1,7 nt de medio DMEM + 10% SFB sin antibiético. Por otro lado, se
colocaron en un tubo de microcentrifuga estéril 150 ul de medio reducido en suero opti-
MEM (Gibco) y 15 ul de Lipofectamine 2000. En paralelo, se colocd en otro tubo de
microcentrifuga estéril 150 ul de medio opti-MEM y 2000 -2500 ng del plasmido o set de
plasmidos a transfectar (ver tabla 4). Se colo® el contenido del primer tubo en el
segundo tubo y se inculd a TA por 10 minutos. Una vez finalizada la incubacion, se
retiraron las células de la estufa, se agrafa cadapocillo el contenido de cada tubo por
goteo y sedevolvieron nuevamente ala estufa.

24 horas post transfeccién se realiz un cambio de medio (DMEM + 10% SFB) y

48 horas post transfeccion se iniciaron los tratamientos correspondientes.

ENSAYO PLASMIDO MAS UTILIZADA
n

Generacion de linea KO pSpCas9(BB)2A-Puro -GFP-gRNAPSEN1 2000 "0

Expresion proteica pCS2-6MT APP695 WT 1000

Expresion proteica pcDNA3.1 PSEN1 WT + VRSQ my#his 1000

Expresion proteica pcDNA3.1 PSEN1 p.T199I + VRSQ my<his 1000

Expresion proteica pcDNA3.1 PSEN1 pA246E + VRSQ mychis 1000

Expresion proteica pEGFP-N1 500

Tabla 4. Plasmidos utilizados para los ensayos realizados en células HEK293T.

Obtencion de colonias HEK293T editadas mediante CRISPR/Cas9

por método de dilucion limite

Al realizar mutaciones en el genoma de cualquier linea celular, se deben obtener
colonias puras, provenientes de un Unico evento de edicion génica. Para obtener lineas
gue fueran clonales (es decir, que la colonia formada provenga de una uUnica célula
formadora inicial) optamos por realizar el método de dilucion limite en placa
multipocillo de 96.
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Una vez pasadas 48 horas post transfeccién, se inicid el tratamiento con
puromicina (2 ug/m 1) y tras 48 horas de tratamiento, al observar la supervivencia de solo
aquellas células que hayan introducido por transfeccién el plasmido pSpCas9(BB}2A-
Puro -GFP-gRNAPSEN1 que les confiere resistencia al antibiético, se procedi6 a levantar
las células can 0,25% Tripsina-EDTA-rojo Fenol (Gibco) y por recuento celular con hemo
citometro, se diluyé la cantidad de células obtenidas hasta generar una soluciéon que
contuviera 2 x 10*células/m1.

Luego, se colocaron 100 jide medio DMEM + 10% SFB en todos los pocillos de
la placa multipocillo salvo por la posicién Al (Figura 23). En esa posicidn se agregaron
200 pl de la suspensioncelular y se procedioé a realizar dilucionesseriales al mediotal y
como se presenta en la figura. Primero, una dilucion al medio en cada pocillo de la
columna 1 y posteriormente, diluciones seriales sobre cada una de las filas A a H, en
sentido horizontal (Figura 23). Al terminar, se colocé la placa en laincubadora a 37 °C
por 24 horas. Se tuvo cuidado de cambiar de tip al cambiar de hilera y no sobrepasar los

20 minutos por fuera de la estufa para evitar la muerte celular.
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Figura 23. Orden de sembrado de placa de MW 96 por método de dilucion serial.

Se realizaron cambios de medio frescodia de por medio hasta comenzar a
observar células en los pocillos, momento en que se pasé a cambiar el medio diariamente.
Una vez que las células alcanzaran una confluencia total erel pocillo, se las disocié con
Tripsina y se las pasé a 2 pocillos de placa de 24. Una vez obtenida confluencia
nuevamente, uno de los pocillos se congelé para realizar stock y del otro se extrajo

material gendmico para secuenciar.
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Extraccion de material gendémico

Con el fin de corroborar la presencia de mutaciones en las lineas celulares por
secuenciacién de Sanger se disociaron X 10° células utilizando la enzima apropiada en
cada paso, se realizé un lavado con PBS 1x y se las resuspendié en buffer de lisis (TFris
HCI pH=8,3 10 mM; KCI 50 mM; MgCl > 2 mM; 0,001% gelatina; 0,5% NP40; 0,5%
Tween-20) homogenizando hasta obtener una suspension unicelular homogénea.
Posteriorment e, se agreg- 10 1 g/Stidntific) g sePr ot ei ne¢
incub6 a 60 °C durante 1 h con agitacion intermitente para el correcto lisado de las
c®l ulas. Al finalizar | a i mpropariolad@0% yseinsubbaagr egar c
-20 °C durante 30 minutos para luego centrifugar la muestra a velocidad maxima
durante 30 minutos a 4 °C de forma tal de precipitar el ADN presente en la muestra. Una
vez finalizada la centrifugacion se descarté el sobrenadante, se lavo el pellet con etanol
70%, se volvié a centrifugar la muestra en frio durante 2 minutos, se descart6 el
sobrenadante nuevanente y se dejé secar el pellet al aire. Para terminar, se resuspendio
elpelleten50-1 0 0 1 | ndilleé Q yvsg def rehidratando en bafio seco a 65C durante
1 hora. El dltimo paso consisti6 en cuantificar el ADN genémico por NanoDrop
observando que las muestras presentaran una relacion 260/280 y 260/230 mayor a 1,8.

Se conservaron las muestras de ADN gendmico a20 °C hasta su posterior utilizacion.

Recoleccion de sobrenadantes

Para la cuantificacion de péptidos secretados por los cultivos de neuronas
corticales en dos dimensiones (2D), HEK293T u organoides cerebrales, se realiz6 la
recoleccién de sus sobrenadantes. Para ello, una vez terminados los protocolos (70 y 90
dias de cdtivo, respectivamente), se coloco6 el medio de cultivo (sin Matrigel ® , en caso
de los organoides cerebrales) y se procedio a su recoleccion 48 horas después. Para ello,
se pasaron los ml de medio condicionado a eppendorfs y se centrifugaron a 3000 x g por
10 minutos para su posterior transferencia a eppendorfs de a 200 pl, cuidando de no
arrastrar el precipitado ( desechocelular). Es necesario realizar alicuotas de a 200 ul para
prevenir ciclos de congelado y descongelado, que pueden degradar las muestras a

evaluar.

Preparacion y cuantificacion  de extractos proteicos

Para el andlisis mediante Western Blot, las muestras de proteinas totales se

extrajeron a partir de la lisis de los cultivos celulares incubando en hielo con buffer de
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extraccion de proteinas RIPA frio conteniendo coctel de inhibidores de proteasas (EDTA
free Protease Inhibitor Cocktail, ROCHE) durante 10 minutos en agitacion y
centrifugando a 200 x g durante 5 minutos. Para la cuantificacion de proteinas totales se
utilizé el método del acido bicinconinico (BCA, del inglés Bicinchoninic Acid Protein
Assay) (Pierce) siguiendo las instrucciones del fabricante y utilizando albimina de suero
bovino (ASB) como patron. Las muestras fueron leidas a 595 nm con un lector de placa.
Para su utilizacion en los ensayos de ELISA, las muestras se extrajeron utilizando un
buffer de lisis especifico (10 mM Tris pH 7,4, 100mM NaCl, 1mM EDTA, 1mM EGTA,
1mM NAF, 20 mM NasP;O7, 2 mM de NaVOs, 1% Triton X-100, 10% glicerol, 0,1%
SDSYy 0,5 % deoxicolato) con el agregado en el momento de inhibidores de proteasas
(EDTA-free Protease Inhibitor Cocktail, ROCHE y PMSF 1mM), para posteriormente
realizar 3 sesiones de 10 minutos de incubacién en hielo mas 30 segundos dagitacion
en vortex, antes de guardar a-80 °C para su posterior cuantificacion y analisis. En este
caso lacuantificacién se realizé por el método de Bradford (Sigma Aldrich) siguiendo las
instrucciones del fabricante y utilizando albumina de suero bovino (ASB) como patrén.
Las muestras fueron leidas a 595 nm con un lector de placas.

Western blot

Las células HEK293T que fueron modificadas por la técnica de CRISPR/Cas9
fueron lisadas para la obtencién de proteinas y cuantificadas, como se mencion6

anteriormente . A 50 ug de proteinas totales se les agreg6 solucion de siembra (Tri¢iCl

40 mM pH=6, 8, glicerol 6 %, azul -Méreaptdetarmlmo f e n o |

0,1%) y se las calenté 5 minutos a 100C para completar el proceso de desnaturalizacion.
Posteriormente, las proteinas se separaron electroforéticamente por SDSPAGE en un
gel de 12% de acrilamidadurante 2:30 horas a 100 Volts en solucién de corrida (Tris-HCI

25 mM pH=8,3, glicina 192 mM). Las muestras se electrotransfirieron a una membrana

de PVDF (General Electric) durante 90 minutos a 150 Volts mediante transferencia

humeda (Tris-HCI 25 mM pH=8,3, glicina 192 mM, SDS 0,1%, Metanol 20%, PBS

Tween: Tween20 0,1%v/v en PBS.).

Finalizada la electrotransferencia, se bloque6 la membrana durante 1 hora a
temperatura ambiente en solucion PBS-Tween conteniendo 5% m/v de leche
descremada para disminuir el pegado inespecifico del anticuerpo primario sobre la
membrana. La membrana se incubd durante toda la noche a 4°C con los anticuerpos
primarios especificos, preparados en PBSTween mas el agregado de 3% de leche. Luego
se realizaron 3 lavados de 20 minutos PBSTween. Seguidamente se incubaron las

membranas durante 1 hora a temperatura ambiente con los anticuerpos secundarios
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correspondientes (acoplado a la enzima peroxidasa) (Tablab). Por ultimo, se realizaron
3 lavados de 20 minutos con PBSTween. El revelado de las proteinas se realiz6 mediante
guimioluminiscencia utilizando el reactivo comercial Super Signal West Femto (Thermo
Scientific), reacciébn que fue captada por un detector de quimioluminiscencia
(ImageQuant LAS 4000mini).

ANTICUERPO MARCA N° ESPECIE DILUCION
CATALOGO TIPO DE USO
Presenilina 1 (D39D1) Cell Signaling  5643S Conejo 1:1000
Biology monoclonal
GADPH (G-9) Santa Cruz Sc¢365062  Raton 1:10000
Biotechnology monoclonal
U-IgG de conejo HRP Santa Cruz sc-2357 Conejo 1:5000
Biotechnology monoclonal
U-1gG de ratén HRP Abcam ab205719 Ratén 1:5000
monoclonal

Tabla 5. Listado de anticuerpos primarios y secundarios utilizados en los ensayos de
western blot

Andlisis cuantitativo de proteinas mediante ensay o de

inmunoadsorcion ligado a enzima (ELISA)

Los ensayos de ELISA permiten cuantificar la cantidad de moléculas presentes
en un medio liquido con alta sensibilidad, por esto, es uno de los métodos mas utilizados
para la cuantificacion de los péptidos involucrados en la patogénesis de EAL,

A lo largo de esta tesis doctoral se utilizaron 4 kits de ELISA[A &, (ab289832,
Abcam)iaulAar asensi ble (KHB3544, T hhdab1P8692F i sher
Abcam) y p-Tau [T231] (KHB8051, Thermo Fisher Scientific)]. Si bien es necesario
realizar el ensayo de acuerdo con las especificaciones de cada fabricantacontinuacion,
se presenta un ensayo genérico

Las muestras previamente extraidas (ya sean sobrenadantes o extractos
proteicos) se dejaron descongelando lentamente a TA por 45 minutos antes de proceder
a su utilizacién. Se procedio a realizar la curva de calibracion con el patron presentado
por el kit y a diluir las muestras segun una puesta a punto realizada previamente.

Luego y para cada ensayo realizado secolocaron 50-100 pul (segun
especificaciones del kit) de curva patron, blanco y muestrasen los pocillos de las placas
multipocillo de 96 provistas y se incubd por 1:30-3 horas en condiciones adecuadas 7
°C 0 a TA sellado y resguardado de la luz. Una vez pasado ese tiempo se realizaron 4

lavados con elbuffer de lavado, asegurandonosde retirar el liquido por golpeteo contra
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una servilleta limpia. Incubamos luego por 1-2 horas con el anticuerpo primario
correspondiente.

Posteriormente, se realizaron nuevamente 4 lavados yse afiadié el anticuerpo
secundario marcado a cada pocillo y se incub@or 1-2 horas en condiciones adecuadas
(37 °C 0 a TA, sellado y resguardado de la luz). Finalizado ese tiempo se volvieron a
realizar 4 lavados con la solucién de lavado y se retir6 el liquido excedente

Para revel ar, se agr egar on-tettaihéilbeddidinad e
(TMB) a cada pocillo y se incub6 en oscuridad a TA o 37 °C durante 30 minutos. Pasado
ese tiempo se detuvo la reaccion con la solucién de frenado (por ejemplo, &cido sulftrico

2N). Inmediatamente se procedid a leer la absorbancia a 450 nm en un lector de placas.

Aislamiento de fibroblastos dérmicos ( FD)

Los FD fueron derivados a partir de tejido sano de un paciente varén de 72 afios
al momento de la donacién, que habia sido previamente diagnosticado con EAf siendo
su edad de inicio 49 afios y el cual, mediante un estudio de panel de secuenciacién de los
exones (y regiones intrénicas proximales) de los genesPSEN1 PSEN2, y APP se encontré
presentaba una variante al momento no reportada en el aminoacido 119 (p.T119I) del gen
de PSENZ20,

El paciente fue sometido a un procedimiento quirdrgico para extraer la muestra
biolégica, bajo el consentimiento informado del donante y aprobacién del comité de ética
institucional, y luego se procedid a su procesamiento y expansion. Brevemente,la
porcién (punch) de piel fue cortada en trozos pequefios, de aproximadamente 2mm y
colocada en una placa de cultivo de 100nm de didmetro, la cual fue pre-tratada durante
una hora a temperatura ambiente con una solucién estéril de gelatina bovina 0,1% v/v
en PBS(NaCl 8 mg, KCI 200 mg, KH2PO, 200 mg y Na:HPO, 1,14 mg, por litro de
solucién, pH 7,4). Los explantes fueron cultivados con medio de cultivo DMEM
(Dulbecco's Modified Eagle Medium alta glucosa pH 7.2 suplementado con 44 mM
NaHCOs, 25 mM HEPES, 2 mM aminoacidos no esenciales, 50 U/ml P/Ey 2 mM L-
Glutamina y 20% v/v SFB). Estos se mantuvieron en incubadora de cultivo a 37°Cy 5%
CO, hasta que los fibroblastos provenientes de la dermis alcanzaron un crecimiento
exponencial y cubrieron en un 80% la superficie de la placa. Luego, dichos explantes
fueron removidos y se procedi6 a la amplificacion y/o criopreservacion de los
fibroblastos.
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Amplificacion y criopreservacion de fibroblastos dérmicos humanos

y fibroblastos embrionarios murinos

Una vez obtenido el cultivo primario de FD, se procedié a la amplificacion de los
mismos para obtener un stock adecuado. Para ello, se crecieron las células en frascos de
cultivo de 25 cm? (T25) en medio DMEM suplementado con 10% v/v SFB. Se realizaron
cambios de medio cada 2 o 3 dias, hasta llegar a confluencia maxima. El pasaje destos
para abrir a nuevas placas y seguir amplificando o su criopreservaciéon se realizo
mediante el uso de la enzima peptidasa Tripsina. Brevemente, una vez alcanzada la
confluencia en placa deseada, se retib y descartd el medio presente en laT25, se realizd
un lavado suave con 2 nide PBS y se agreg 1 ml de solucion 0,25% Tripsina-EDTA-rojo
Fenol. Se realiz una incubacion a 37 °C durante 5 minutos hasta observar la disociacion
total de las células. Luego, se colocaon 9 ml de medio DMEM suplementado con 10%
viv SFB y se transfirieron los 10 ml de solucion a un tubo de 15 ml apto para centrifuga
y se realizd una centrifugacion a 300 x g por 5 minutos a TA. Se descarb el sobrenadante
y se resuspendod en volumen suficiente para pasar a nuevasT25 donde se continué su
cultivo. Es crucial la adicion de DMEM completo suplementado con 10% v/v SFB, el cual
contiene suero, para neutralizar la accion de la Tripsina y evitar que la misma siga
fragmentando proteinas clave para la supervivencia celular.

Para la criopreservacion de los B, los mismos se colocaron en 1 ml de DMEM
suplementado con 20% v/v SFBy 10% v/v dimetilsulfoxido (DMSO) (Sigma Aldrich). La
suspension celular suplementada con 10% SFB fue agregada en un criotubo de 1lne
inmediatamente después se procedio al agregado del DMSO el cual se colocé lentamente
y en gotas, de forma de disminuir la muerte celular. Los criotubos fueron rapidamente
colocados en un recipiente apropiado para congelar las células, el cual contenia
isopropanol y se oloco por 24 horas a-80 °C. De esta manera, se permitié un descenso
controlado de la temperatura a razén de 1°C/minuto lo que aumenta la viabilidad
celular. Pasadas las 24 horas, se almacenaron los viales en un tanque de nitrégeno liquido
para su almacenamiento a largo plazo.

Para descongelar las células, los viales fueron removidos del tanque de nitrégeno
liquido y rapidamente calentados a 37 °C en un bafio térmico hasta observarse liquido
dentro del tubo. Inmediatamente se transfiri6 el contenido de cada criotubo a un tubo
conico con 10 ml de DMEM, se centrifugé la suspensién durante 5 minutos a 300 x g, se
removié el sobrenadante, se resuspendb el pellet en 5 ml de DMEM suplementado con
10% v/v SFB, y se sembro¢ las células en Z25.

Los procedimiento s descriptos en los péarrafos anteriores son los mismos que se

utilizaron para amplificar y criopreservar fibroblastos embrionarios murinos ( MEF).
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Generacion de particulas lentivirales - Empaquetado de casete
STEMMCA

El uso de vectores lentivirales fue de vital importancia para el desarrollo de esta
tesis doctoral ya que tienen la capacidad de infectar tanto células que se encuentran en
fase de divisibn celular como células que no. En particular, nuestro objetivo era
empagquetar el casetede reprogramacién STEMMCAZ?50.221 e cual codifica para los genes
de reprogramacion de Yamanaka (OCT3/4, KLF-4, C-MYCy SOX-2).

Para ello, adaptamos un protocolo de preparacion de virus que evita el uso de
ultracentrifuga 222 ya que no contamos con la misma en nuestra institucion. Brevemente,
se plaquearon 6,17 x 10° células/cm2 HEK293T en 8 placas decultivo p100 con medio
DMEM + 10% SFB. A la mafana siguiente, se realizeon dos lavados con PBS 1x y se
colocaron 10 ml de medio DMEM suplementado con 20% SFB yseincubaron a 37°C y
5% CQ hasta el momento de la transfeccion. Por la tarde, se diluyé el reactivo de
transfeccion X-tremeGene9 (Sigma-Aldrich) en DMEM sin P/ S ni SFB en una relacién
3:1 considerando 3 pl X-tremeGene9 cada 100ul de DMEM. En un tubo eppendorf
aparte, semezclo el plasmido STEMCCAjunto a los plasmidos empaquetadores (psPAX2
y pMD2.G) en unarelacién 4:3:1. Se agreg la mezcla de plasmidos a la del XtremeGene9,
se mezcb suavemente yse incubd durante 30 minutos a TA. Luego, se agregaon 750 pl
de la mezcla por placa en forma de gotas, se wvi6 la placa con suavidad para
homogeneizar el medio y se coloceon nuevamente enla incubadora de cultivo. Al dia
siguiente, se realizd un cambio de medio de las placas descartando el medio colocado
previamente y seagregaon 10 ml de medio DMEM suplementado con 10% SFB sin PS
por placay seincubaron durante 48 horas. Puesto quela generacién de particulas virales
ya ha iniciado, se deben tener todas las consideraciones para el apropiado descarte de los
reactivos y material utilizado. A las 48 horas, se recogeron los sobrenadantes (SN) en
tubos falcon de 50 ml, se realizd una centrifugacion a 3000 x g por 10 minutos y se filtr 6
utilizando un filtro de jeringa de 0.45 pm. Luego, se vertieron 8 ml de buffer Sacarosa
10% (50 mM Tris -HCI pH7,4; 100 mM NacClz; 0,5 mM EDTA) en tubos de precipitacion
para centrifugacion y por encima se cdocaron, descargando con lentitud e inclinando el
tubo para dejar caer el sobrenadante por la pared interna del tubo, 32 m del SN
previamente filtrado. Reservamos el SN restante en heladera para su posterior
utilizacién. Centrifuga mos luego a 10000 x g por 4 horas a 4 °C. Finalizada la
centrifugacion, descartamos el SN y agreganos los 32 ml restantes de SN filtrado que

habia sido reservado. Centrifugamos nuevamente a 10000 x g por 4 horas a 4°C. Al
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finalizar, descartamos el sobrenadante, dejanos escurriendo la botella boca abajo por 3
minutos a TA y resuspendmos el pellet en 100 ul de DMEM con 20% SFB sin P/S.
Dejamos la suspensionON a 4°C para finalmente preparar y guardar a -80 °C alicuotas
de 10pl.

Verificacion del titulo viral por citometria de flujo

Se plaqueaon 7,8 x 10* células/icm2 HEK293T en 6 pocillos de una placa
multi pocillo de 6 (MWx6) con medio DMEM suplementado con 10% SFB. Al dia
siguiente, se disgregaon las células de unode los pocillos contripsina (incubacion a 37
°C por 3 minutos, dilucién con medio DMEM con 10% SFB, centrifugacion a 300 x g por
5 minutos y posterior resuspension en 1 m del mismo medio) y se procedd a contar por
el nimero de células mediantetincion con el colorante vital azul de tripan (Numero de
células totales al momento de la infeccion).

A los pocillos restantes se les realizeon los siguientes tratamientos:
1 Control. Solamente se renueva el medio.
1 2,5ulvirus STEMCCA (por duplicado). Se agregan 4 nh de medio DMEM + 10%

SFB sinP/S + 5 ng/ ul polybrene + virus STEMMCA

9 5l virus STEMCCA (por duplicado). Se agregan 4 mh de medio DMEM + 10%

SFB sinP/S + 5 ng/ ul polybrene + virus STEMMCA

El polybrene, o bromuro de hexadimetrina, es un reactivo que favorece el ingreso
de vectores retroo lentivirales células de mamiferosdado que actda como carrier.

A los dos diaspost-transduccion viral se realiza el protocolo deinmuno marcacion
contra la proteina OCT-4 (codificada en el vector STEMCCA), lo que nos permitira
realizar la titulacion del virus. Para ello, las HEK293T se disgregaron con Tripsina como
fue explicado anteriormente y, luego de la centrifugacion, fijadas en suspensién con
formaldehido 4% (pH 7,20) en agua bidestilada a TA por 30 minutos. Posteriormente, se
realizaron 3 lavados con PBS/BSA (Q1%, se permeabilizaon a TA por 45 minutos con
una solucién que contiene 1% BSA, 10%5uero Normal de Cabra (del inglés,NGS) y 0,1%
Triton X -100 y se incubaon por 2 horas con el anticuerpo primario contra OCT-4 (1:50
en una solucion conteniendo 1% BSA, 10% suero normal de cabra). Luego, se
centrifugaron nuevamente las células y se las incub por 45 minutos a TA, en oscuridad,
con el anticuerpo secundario IgG Alexa Fluor 488-conjugado de cabra antiraton
(1:400). Al terminar la segunda incubacion, se realizaron 3 lavados con PBS/BSA Q1%,
se resuspenderon en la misma solucion y se analizaon en un citometro de flujo BD

Accuri C6 (BD biosciences) utilizando IgG normal de ratén como control y el filtro FL-1
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Para una optima reprogramacion es deseableobtener un titulo viral de alrededor de 1x
107 viriones/m 1.

Para el célculo deltitulo viral se utiliza la siguiente formula de acuerdo con €
protocolo obtenido del laboratorio del Dr. Gustavo Mostoslavsky del CReM (Center for

Regenerative Medicine. Boston University):

€ 0O QI Q¢ & Qi

ETAQIBDQ WABDOR At 0 WWDItY e . .
0 @M Qi 6d Qa Qd wQE

Obtencién de CMPih desde FDh por insercién del casete de

reprogramacion STEMCCA

Una vez obtenidas particulas lentivirales con un titulo adecuado para la
reprogramacion, estas fueron utilizadas para la infecciéon de los FDh portadores de la
mutacién p.T1191 en el gen dePSENL1. Para ello, los FDh fueron plagueados en una
densidad de 8,6 x 103 células/cm2 en un pocillo de una placaMWx 6 previamente tratada
con una solucién de gelatina 0,1% a TA por 1 hora. Al dia siguiente se procedié a la
infeccion realizando los calculos para obtener una MOI de 1 considerando el titulo viral
obtenido previamente. Para ello utilizamos la siguiente férmula:

YQO 0 @Eab & a 60 d®RE QA Qa wi
0T QUG a 6 6z QQOO O

Se considerd que el nimero de células disponibles en gbocillo al momento de la
infeccion fue de 100000 habiendo analizado previamente la tasa de division de los FDh
y considerando la cantidad de células que habria luego de un dia de crecimiento.

El dia de la infeccion se renové el medio DMEM + 10% SFB sin P/S y se
adicionaron 5 ng/ pl polybrene + virus STEMCCA. Se dejo6 incubando ON a 3PC. Del dia
2 a 5 post infeccion se cambié el medio diariamente, descartando el medio DMEM y
pasando a cultivarlas con medio hES DMEM/F12 (Gibco) suplementado con 20% Knock
Out Serum replacement (KSR, Gibco), 2 mM aminoéacidos no esenciales (Gibco), 2mM
GlutaMAX (Gibco) 50U/mL P /S, 5 5 -nmargaptéetanol y 8 ng/ml factor basico de
crecimiento de fibroblastos (bFGF, por sus siglas eninglés)], el cual favorece el
mantenimiento del estado indiferenciado propio de las CMPih. Al dia 6 los FDh fueron
levantados con Tripsina y re-plaqueados, en distintas diluciones, en placas decultivo

p100 previamente plagueadas con MEFi (fibroblastos murinos embrionarios inactivados
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mitéticamente) 24 horas antes de depositar los FDh infectados. Las MEFi son
importantes como soporte y como capa nutricia y fueron preparadas siguiendo
procedimientos estandar!4’. Se continué cambiando el medio dia de por medio con hES
hasta empezar a observar potenciales colonias deCMPih (entre los dias 10 y 15),
momento en el cual se pasé a renovar el medio diariamente hasta el momento del
aislamiento clonal (seleccion mecanica)de las mismas.

Tres de los clones asilados, aquellos de mejor morfologia y mayor tasa de
proliferacion, fueron caracterizados mediante ensaycs de fosfatasa alcalina (FA), el perfil
de expresién génica de marcadores de pluripotencia OCT-4, NANOG y SOX2), la
evaluacién de expresion de las proteinasOCT-4, NANOG, SSEA3/4, TRAL1-60 y TRA 1
81 por medio de ensayos de inmunofluorescencia, la evaluacion de la capacidad
pluripotente mediante ensayos de diferenciaciénin vitro . Se evalubademasel cariotipo
y se analizaron los patrones de expresion de microsatélites para asegurar la correcta

derivacién de los clones obtenidos de la linea FDhparental (examen de filiacion).

Co-cultivo con MEFi. Amplificacion y criopreservacion

Como se mencioné anteriormente, los MEFi se utilizan como capa nutricia y, al
co-cultivar las CMPh sobre ellos, son capaces de mantener las propiedades
indiferenciadas de las mismas. Una vezestablecidala linea de CMPih y con la finalidad
de amplificar su cantidad para realizar un stock y/o ensayos, se deben realizar sucesivos
pasajes. Los mismos se realizeon de la misma manera:

El dia previo al pasaje (cuando las células estan en un 50/60% de confluencia)
realizamos el descongelado y plagueo de los MEFi sobre placas de cultivo celular pre
tratadas durante una hora a temperatura ambiente con una solucion estéril de gelatina
bovina 0,1% v/iv en PBS. Al momento de descongelar, colocaos el criotubo
recientemente extraido del tanque de nitrégeno liquido en un bafio térmico a 37 °C por
unos segundos, hasta observar que solo se mantienen congelados pequefios fragmentos
de medio, luego pasanos el contenido del criotubo a un tubo para centrifuga que
previamente contenia 4 ml de PBS 1x a TA y centrifuganos a 300 x g por 5 minutos a TA.
Al finalizar la centrifugacion, descarta mos el sobrenadante y resuspendmos el contenido
del criotubo en DMEM suplementado con 20% SFB, extraimos una alicuota para contar
por hemocitdmetro y resuspendimos las células restantes en volumen necesario para
plaquear 1,7 x 10* células/cm 2. Colocanos inmediatamente las células en incubadora a
37°C y 5% CQ hasta su posterior utilizacién.

Al dia siguiente, si las células llegaron a la confluencia deseada para su pasaje

(70/80 % de la placa cubierta) removimos el medio de cultivo (hES), realizamos un
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lavado con PBS 1x e incubamos por 1 hora a 37 °C con la enzima Colagenasa (2 mg/ml).
Al terminar la incubacién, agregamos a la placa PBS 1x con pipeta serolégica en cantidad
suficiente como para levantar las colonias presentes en la placa. Pasamos luego la
suspension a un tubo de centrifuga y dejamos decantar por 5 minutos a TA. Con cuidado
de no aspirar las colonias decantadas, retiramos el sobrenadante y resuspendimos en 1
ml de medio hES fresco, disgregando levemente las colonias con un tip p1000.
Finalmente, llevamos a 5 ml con medio hES fresco/placa con 10 pM Y27632 y
distribuimos los agregados celulares (clumps) en las placas con MEFi. Colocamos
inmediatamente las células en incubadora a 37 °C y 5% C@®y cambiamos el medio de
cultivo hES diariamente. Se ha demostrado que la adicion de la molécula ¥27632,
inhibidor de la via de sefalizacion de ROCK (Rho associated coiled coil protein kinase),
promueve la supervivencia de las CMPh luego de su criopreseracion y pasaje?3224,

En caso de querer criopreservar las CMPh, realizamos el disgregado de las
colonias con Colagenasa como fue descripto previamente, pero luego de resuspender y
disgregar suavemente las células en medio hES fresc@rocedimos a colocaras en un
criotubo junto con 20% SFBy 10% DMSO (depositado suavemente en gotas) y 10 pM-Y
27632. Una vezhomogeneizado el contenido del criotubo, se colo® esteen un recipiente
con isopropanol y se dep en un freezer-80 °C por 24 horas para luegoser pasado a una

caja contenedora en un tanque de nitrdgeno liquido para su almacenamientodefinitivo .

Cultivo y criopreservacion de CMPih utilizando medios comerciales

definidos (condicion feeder -free)

Tradicionalmente, las CMPih se cacultivaron sobre una capa nutricia de MEFi
como fue descripto previamente. Sin embargo, el avance en el uso de estas con un
enfoque terapéutico llevd al desarrollo de matrices y medios de cultivos comerciales
definidos que presentaban ciertas ventaps con respecto al cultivo sobre MEFi, asociados
a la reproducibilidad experimental y las buenas practicas de manufactura225.226, Sj bien
las condiciones de cultivo no afectan las caracteristicas de las CN#h 225227, se presentan
diferencias en la metodologia y le manejo de las células que se describiran a continuacion.

Cuando las CMPih fueron cultivas en condiciones il f e efdreefieer@n crecidas
sobre placas decultivo de mdltiples pocillos pre -tratadas por una hora a 37°C con la
matriz extracelular comercial Geltrex LDEV-free (Gibco) (1/100) utilizando medios de
cultivo comerciales totalmente definidos como es el mTeSRL (Stem Cell Technologies)
en incubadora de cultivo a 37°C y 5% CQ. Una vez alcanzada una confluencia del 76
80% se procedo al pasaje delas CMPih a un nuevo pocillo. Esto se puede realizar de

varias manerasde acuerdo con elensayo a realizar:
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- Rutinariamente, para la amplificacién o mantenimiento del cultivo, las CMPih se
disgregaron incubandolas con 1 nl de una solucion PBS EDTA (Versene, Thermo
Fisher Scientific) durante 4-5 minutos. Se aspird luego el Versene y se
resuspenderon las células en la cantidad de medio necesaria adicionado conl0
UM Y-27632, y se reparieron en los nuevos pocillos previamente pre-tratados
con Geltrex con pipeta seroldgica para mantener la integridad de los cimulos de
células.

- Cuando los experimentos requirieron plaquear las células de forma unicelular,
realizamos un lavado con PBS1x y se disgreganos las CMPihincubandolas con 1
ml de Acutasa 1x Stemcell Technologies) por 4-7 minutos a 37°C hasta observar
el desprendimiento de las células de la placa de cultivo Luego, se diluyeron las
células en 4 m de PBS1x, realizamos una centrifugacion a 200 x g por 5 minutos
y las resuspendmos en 1 m de medio mTeSRL Contamos las células con
hemocitémetro y una vez obtenida la cantidad total de células agreganos
MmTeSR1 suplementado con10 puM Y-27632 hasta el volumen necesario y
plagueamos el nimero deseado de CMPiten las placas multipocillo.

Por otro lado, para criopreservar las CMPih, las levantamos con el método de
preferencia y realizamos una mezcla con 700 pl de suspension celular en medio mTeSR1,
20% SBF (200 pl), 10% DMSO (100 pl) y 10 uM ¥27632. Al descongelar, luego de la
centrifugacion resuspendimos siempre las células en medio mTeSR1 suplementado con

10 pM Y-27632 para mantener la viabilidad celular 223:224.228,

PCR a tiempo final

Para | a PCR a punto final se preparl, una re
conteniendo 100 ng del Aorérs éorware ysreverse,04mid, 2 T M de
de dNTPs (mezcla equimolar de los cuatro desoxinucleétidos trifosfatados), 1x debuffer
de PCR (Easy tag. Trans), 0,25 unidades de Tag ADN Polimerasa (Easy tag. Trans) y se
llevé a volumen con aguamilliQ filtrada.

Las condiciones de PCR fueron una desnaturalizacion inicial a 94°C durante 30
segundos; luego una serie de 35 ciclos de desnaturalizacion a 94C durante 30 segundos,
annealing a 5362 °C (dependiendo del set deoligonucle6tidos o primers utilizados,

Tabla 7), durante 30 segundos, elongacién a 72°C durante de 1 minuto por cada 1000

pb; finalizando en un ciclo Unico de elongacién final de 72 °C durante 5 minutos.

NOMBRE DEL PRIMER SECUENCIA (56 3 0 )
PSEN1 EX 5Fw GTGGTAATGTGGTTGGTGAT
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PSEN1 EX 5Rev CCCAACCATAAGAAGAACAG

PSEN1 EX 7Fw GGGAGCCATCACATTATTC
PSEN1 EX 7Rev CCTGTGACAAACAAATTATCAG
Tabla 6. Secuencias de los oligonucleétidos utilizados para la secuenciacién de la region

gendémicade PSENL1.

Ensayo de fosfatasa alcalina

Se ha demostrado que las CMPh, entre ellas las CMEh y [a€MPih, presentan
una alta tasa de actividad de la enzima fosfatasa alcalina (FA), la cual va disminuyendo a
medida que las células cambian de un estado pluripotente hacia un linaje definide?e.
Para evaluar la actividad de la FA utilizamos el kit de Fosfatasa alcalina (86R1KT. Sigma
Aldrich) siguiendo las indicaciones del fabricante. Brevemente, una vez obtenidas
colonias con morfologia adecuada en condicioneseeder-free o en co-cultivo con MEFi,
procedimos a realizar el ensayo como se describe a continuacion

Preparamos una solucién de sal diazodium (nitrito de sodio, solico+ton FRV
provista por el fabricante en una relacién 1:1) y dejanos incubar, post mezclar por
inversion, por 2 minutos a TA. Una vez pasados los 2 minutos, se adicionaon 0,2 ml de
esta sal a 45 ml de agua bidestilada, se agregeon 0,1 ml de solucién AS-BL naphthol
alcalino (provisto por el fabricante) y se mezclé por inversién (Solucién de reaccion).

Por otro lado, se realizd un lavado con PBS 1x a la placa que contiene las células
y se fijaron las mismas por 30 segundos con una solucién de fijacién[solucién citrato
(provista por el fabricante) con acetona y formaldehido 37% en una relacién 31:8,1:1.
Transcurridos los 30 segundos, realizamos un lavado con agua bidestilada por 45
segundos y luego incubamos por 15 minutos a TA en oscuridad con la solucion de
reaccion. Luego de realizar un nuevo lavado con agua bidestilada por 2 minutos
incubamos las cdulas durante 2 minutos, en agitacién, con 1 nl de solucién
Hematoxilina Glll No.3 (provista por el fabricante) . Realizamos un ultimo lavado con

agua bidestilada, dejamos secaral aire y observamos al microscopio invertido .

Ensayo de diferenciacion invitro de CMPih basado en la formacion
de cuerpos embrioides  generados en condiciones de cultivo feeder -

free

Para demostrar la pluripotencia de las CMPih se procedié a realizar un ensayo de
diferenciacion in vitro no dirigida, en suspensién, partiendo de condiciones libres de

MEFi puesto a punto en nuestro laboratorio 23,
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Brevemente, se creteron las células adheridas con medio mTeSRL sobreGeltrex
en un pocillo de placade cultivo multipocillo de 6 hasta obtener una confluencia del 80%.
En ese momentose realizd un lavado con PBS1x y se inculd durante 3 minutos a 37 °C
con 500 pul de Dispasa (0,5 mg/ml, Thermo Fisher Scientific). Al finalizar, se levantaon
las células raspandolas con unraspador de células plastico estéril (cell scraper),
dejandolas en agrupaciones de células¢ell clumps), y se las pa® gentilmente a un tubo
para centrifuga de 10 m utilizando medio KSR-EB (DMEM/F12 suplemen tado con 200
mM GlutaMAX, 20% KSR, 10 mM aminoacidos no esenciales y Q1 m M-
mercaptoetanol). Se realizd una centrifugacion a 200 x g durante 5 minutos a TA 'y luego
se resuspenderon las célulasgentilmente en medio KSR-EB con una pipeta serolégica,
de modo de no disgregar los grupos celulares los cuales secolocaron en una placa no
adherente de 60 mm y se incubaron a 37 °C con 5% de CQ. Los agregados celulares
crecidos en suspension generan estructuras en forma de esferas llamadas cuerpos
embrioides o embryoid bodies (EB). El cambio de medio del cultivo de los EB se realizd
cada 2 dias y al llegar &dia 4 se adhrieron los mismos auna placade cultivo multipocillo
completa de 24 pocillos pre-tratada por 1 hora a TA con gelatina bovina 0,1% v/v en PBS
Utilizamos medio KSR-EB suplementado con 20% SFB asegurandonos de colocar 12
cuerpos embrioides por pocillo. El cambio de medio se realiz dia de por medio con 300
ul de medio KSR-EB + 20% SFB fresco hasta el dia 21 momento en el cual los EB
diferenciados se fijaron para realizar la posterior inmunomarcacién de proteinas
especificas de linaje (endodermo, ectodermo y mesodermo)

Inmunomarcaciones y microscopia de fluorescencia

Pararealizar inmunomarcaciones las células se cultivaron en placas de cultivo de
24 pocillos (Corning) pretratadas con Geltrex por 1 hora a 37 °C hasta llegar a la
confluencia éptima. En ese momento, se retir6 el medio de cultivo, se realizé un lavado
con PBS 1x y se procedié a fijar las mismas colocando en cada pocillo 300 ul de
formaldehido 4% (pH 7,20) en agua bidestilada, a TA por 30 minutos. Luego, se
realizaron 3 lavados de 5 minutos cada uno con PBS/BSA (1%, se permeabilizaron las
células a TA por 45 minutos con una solucién que contiene 1% BSA, 10% NGS y,0%
Triton X -100 y seincubaron ON a 4 °C con el anticuerpo primario correspondiente
(1:200/400 en una solucién conteniendo 1% BSA, 10% suero normal de cabra) (TablaB).
Al dia siguiente, se realizaron 3 lavados de 5 minutos cada uno con PBS/BSA 0%, y se
las incubd por 45 min a TA, en oscuridad, con el anticuerpo secundario correspondiente
(1:400) (Tabla 7). La tincién de los nucleos se realizé con 46-diamidino -2-fenil -indol

(DAPI) (Sigma) a una concentracion final de 200 ng/ml, incubado en simultaneidad con
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los anticuerpos secundarios. Al terminar la segunda incubacion, se realizaron 3 lavados
con PBS/BSA 0,1%, se colocé volumen apropiado de PBS 1x y se guardo en oscuridad a 4
°C hasta el momento de observacion y analisis.

El andlisis de las imagenes se realiz6 con el microscopio invertido de
fluorescencia con lAmpara de mercurio (Nikon Eclipse TE2000-S). Las imagenes fueron

obtenidas con una camara Nikon DXN1200F acoplada al microscopio y controlada por

el software EclipseNet versién 1.20.0 Build 61.

ANTICUERPO ESPECIE - MARCA N° DILUCION DE
TIPO CATALOGO Uso

Nanog Conejo Abcam ab21624 1:200
policlonal

Oct 3/4 Raton Santa Cruz sc¢-5279 1:400
monoclonal

SSEA-4 Ratén Santa Cruz sc-21704 1:400
monoclonal

Tra1l-60 Raton Santa Cruz sc-21705 1:400
monoclonal

gctina de Coneo Abcam ab124964 1:400

m¥“scul o monoclonal

SMA)

a-tubulina Raton Covance MMS-435P 1:1000

(TUJ -1) monoclonal

Alfafetoproteina Ratén Santa Cruz sc-166325 1:400

(AFP) monoclonal

Nestina Raton Millipore MAB5326 1:400
monoclonal

Sox2 Conejo Abcam ab97959 1:400
policlonal

Sox1 Ratén US biological S5364-01 1:400
monoclonal

Pax6 Conejo Abcam ab5790 1:400
policlonal

Map2 Raton Sigma M1406 1:400
monoclonal

Map5 (MAP1B) Raton Sigma M1406 1:200(0)-
monoclonal 1:400(C)

TBR2 Conejo Abcam ab216870 1:200(0)-
monoclonal 1:400(C)

TBR1 Conejo Invitrogen MA532564 1:200(0)-
monoclonal 1:400(C)

CTIP2 Rata Abcam ab18465 1:200(0)-
monoclonal 1:400(C)

SATB2 Conejo Abcam ab92446 1:200(0)-
monoclonal 1:400(C)

GFAP Ratén Cell signaling 3670S 1:200(0)-
monoclonal 1:400(C)

NeuN Conejo Abcam ab209898 1:200(0)-
monoclonal 1:400(C)

Aa-42 Conejo Abcam ab12267 1:200(0)-
policlonal 1:400(C)

U-1gG de Raton Cabra policlonal  Invitrogen A-11029 1:400

Alexa 488
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U-IgM de Ratén Cabra policlonal Invitrogen A-21042 1:400

Alexa 598
U-IgG de Conejo Cabra policlonal  Invitrogen A-11012 1:400
Alexa 594
U-1gG de Conejo Cabra policlonal  Invitrogen A-11008 1:400
Alexa 488
U-igG de Ratén Cabra policlonal  Invitrogen A-21235 1:400
Alexa 647
Tabla 7. Anticuerpos primarios y secundarios utilizados en las inmunomarcaciones por

fluorescencia. (O) organoides cerebrales (C) Cultivos 2D.

Extraccion de ARN total

Las muestras de ARN total se extrajeron utilizando el reactivo TRIzol
(Invitrogen) segun las instrucciones del fabricante. Para ello, se removi6 el medio de
cultivo celul ar, se reali z- un | avado con PBS 1
muestra directamente en la placa para lisar las células. Se incubaron durante 5 minutos
a TA con el fin de permitir la correcta disociacion de los complejos nucleo-proteica, se
homogeneizaron con micropipeta y se procedié a guardarlas a20 °C o se continud con
Su procesamiento.

La extracciéon de ARN se continubagr egando 200 11 de clorofor
de TRIzol y homogeneizando las muestras por inversion durante al menos 10 segundos.
Se procedio luego a realizar una incubacién de 23 minutos a TA para luego centrifugar
en frio a 4 °C durante 15 minutos a 120® x g. Al culminar la centrifugacién se observo
la presencia de 3 fases (fase acuosa que contiene el ARN, interfase que contiene ADN y
proteinas y fase organica que contiene proteinas) y se procedi6 a transferir
cuidadosamente la fase acuosa superior tranparente a un nuevo tubo eppendorf de 1,5
ml . Posteriormente, se agregaron 500 71 de i so
se homogeneiz6 nuevamente por inversion y se realizd una incubacion durante 10
minutos a TA para precipitar el ARN. Seguidamente, centrifugamos a 12000 x g durante
10 minutos a 4 °C. Se removio el sobrenadante y se lavo gdellet con 1 ml de etanol 75%
por cada 1 ml de TRIzol, seagité con vortex brevemente para luego centrifugar los tubos
a 7500 x g durante 5 minutos a 4 °C. Se desartd el sobrenadante y se secé epellet
durante 10 minutos. Finalmente, se resuspendio el ARNen163 0 11 de agua mil I
de ARNasas, se incub6 en bafio seco a 55 °C durante 15 minutos, para luego cuantificar
su concentraci-n (ng de ARN/TI de soluci - n) ut
1000 controlado por el software ND-1000. Verificamos también que la relacion
D0260/D 0280 fuese de entre 1,7 y 2 para asegurarnos una elevada pureza del ARN

obtenido. El ARN fue conservado a-80 °C hasta su utilizacion.
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Retrotranscripcion de ARNm

El ADN copia (ADNc) se sintetizé utilizando la enzima transcriptasa reversa
MMLY a una concentraci-n de 200 U/71 (Promega).
como templado de la retrotranscripcion (RT), oligonucleétidos al azar (random primers .
Il nvitrogen) a una concentraci-n de 10 ng/ I y
los cuatro desoxinucledtidos trifosfatados). Se incubd la mezcla a 65 °C durante 3
minutos para desnaturalizar las moléculas de ARN y posteriormente se incub6 en hielo

durante 5 minutos para evitar la formacion de estructuras secundarias. Luego, se

agregaron 5 11 de mezcla conteniendo: 1 711 de
Promega) vy 4 11 de buffer de MMLV 5X (Promega).
durante 5 minutos, un ciclo de 37 °C durante una hora y un ciclo final de 70°C durante

15 minutos. Al finalizar | a muestra se |1l ev- a
medi ante el agregado de 80 11 de agua milliQ 1i

PCR cuantitativa (QPCR)

Para los analisis de expresiéon de mensajeros por PCR cuantitativa, se colocaron

1,5 Ol de |l a muestra previamente diluida de AD
(ROCHE) vy 1,5 171 de cada secuencia de oligonucl
enun volumen final de 15 T 1. Para | os ciclos de

StepOne Plus (Applied Biosystems). Brevemente, tras un primer paso de activacion de la
enzima UDG (uracil-DNA glycosylase) a 50 °C durante 2 minutos para degradacion de
posibles amplicones contaminantes (que contienen uracilo), se procedié a realizar la
desnaturalizacion inicial a 94 °C durante 10 minutos; y luego una serie de 40 ciclos de
desnaturalizacion a 94 °C durante 15 segundosannealing y extension a 60 °C durante 1
minuto. Al final de cada uno de estos ciclos, el equipo realizé la lectura de los niveles de
fluorescencia.

Para los andlisis del capitulo 2, para cada uno de los ADNc analizados se
realizaron curvas de temperatura de apareamiento para verificar la presencia de un Gnico
producto de amplificacion, lo que fue corroborado luego mediante corridas en geles de
agarosa (1,5%) tefiidos con bromuro de etido. Para la cuantificacién se utilizé el software
libre LinReg, para el cual se calcularon las eficiencias de cada par déprimers 0 en cada

PCR realizada, calculando los niveles tedricos de ADNCc iniciales en cada condicid. Los
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valores fueron normalizados utilizando la expresion del gen RPL7 fhousekeepingd) y

cada experimento se realiz6 con almenos tres réplicas bioldgicas independientes.

En la Tabla 8 se listan los oligonucleotidos (primers) utilizados para amplificar y

cuantificar por gPCR los niveles de expresion de ARNm de los genes estudiados.

GEN FORWARD (56a 36) REVERSE (56a 306)
RPL7 AATGGCGAGGATGGCAAG TGACGAAGGCGAAGAAGC
PSEN1 GACGACCCCAGGGTAACTC ACTGACTTAATGGTAGCCACGA
APP TCTCGTTCCTGACAAGTGCAA  GCAAGTTGGTACTCTTCTCACTG
NANOG AAAGAATCTTCACCTATGCC GAAGGAAGAGGAGAGACAGT
OCT-4 CTGGGTTGATCCTCGGACCT  CACAGAACTCATACGGCGGG
SOX2 GGCAATAGCATGGCGAGC TTCATGTGCGCGTAACTGTC
OCT4-KLF4 CAACGAGAGGATTTTGAGGC  ATCGTTGAACTCCTCGGTCTCTCT
(STEMCCA)

SOX2-c-MYC TTGGCTCCATGGGTTCGGTG  AAGGGTGTGACCGCAACGTAGG
(STEMCCA)

AFP ACTATTGGCCTGTGGCGAGGGA AAGCATGGQTCCTGTTGGC
SMA TTGAGAAGAGTTACGAGTTG GGACATTGTTAGCATAGAGG
NESTINA CAGCTGGCGCACCTCAAGATG AGGGAAGTTGGGCTCAGGACTGG
TUJ-1 TGGGCGACTCGGACTTGC CCACTCTGACCAAAGATGAAATTG
MAP2 CTCAGCACCGCTAACAGAGG  CATTGGCGCTTCGGACAAG
SATB2 GCAGTTGGACGGCTCTCTT CACCTTCCCAGCTTGATTATTCC
CTIP2 TCCAGCTACATTTGCACAACA  GCTCCAGGTAGATGCGGAAG
TBR1 CCGCCTACCAGAACACGGAT  TCAGGCGGTCCATGTCACAG
TBR2 CGGGATCTTGCGGAGGACTGG AGTGGGCAGTGGGATTGAGTC
CUX1 GAAGAACCAAGCCGAAACCAT AGGCTCTGAACCTTATGCTCA
ACP5 GATCCCACAGACCAATGTGTC  CCAGCACGTAGTCCTCCCT
ICAM4 GGTGGGCTACTTGGTGGTG GCAAACTCGTAGGTCAAGGTCA
HSPA6G CAAGGTGCGCGTATGCTAC GCTCATTGATGATCCGCAACAC
NOS3 TGATGGCGAAGCGAGTGAAG  ACTCATCCATACACAGGACCC
TUBA4A CGGCTCTCTGTTGACTATGGC  GGCGCTCGATGTCTAGGTT
OPRM1 CAGTGCTCATCATTACCGTGT  CTGGGATTGTAACCAAGGCTTTA
TMEMS7B CTGCATCAGATTGGCCCCTAA  TCGCAGAAATCAACTCCGCAA
ADAMTS15 CCTGGACCCTTACAAGCCG GGAACTTGACCATTGACTCGTC
TRPC6 GTGATCGCTCCACAAGCCTAT  CTGCCAACTGTAGGGCATTCT
GRIN2A GACCCCAAGAGCCTCATCAC  CTGGATGGACGCTCCAAACT
PROKR2 GTCTGCGGCATCGGTAACTTT  CCGTACCACGTAGTAGTCCAT
RGPD2 CAGCTAACGTGGAACACTTGA  GGAAGAAGGCTCTCTCTCTCA
GPD1 CCAGGGACAACTCCTGAAAGA TTGGCGAAGGCTATCATCTCC
THSD1 TGTGACTATGTTCTTGGAGAAGC GTGTCCCATTAGCACCATCAAAA

Tabla 8. Secuencias de los oligonucledtidos utilizados

en gPCR.

Cosecha de células en metafase para citogenética

Para evaluar la presencia o ausencia de anomalias cromosémicas causadas por el

proceso de reprogramacion celular, preparamos las células para su posterior analisis de

cariotipo, el cual fue realizado por la citogenetista Maria Ziembar en el Laboratorio de

Citogenética Kromos (Ciudad de Buenos Aires, Argentina).
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Para ello, se colocaron 3 x 18células en una placa de cultivo de 35 mm de
didmetro previamente tratada con Geltrex (Gibco) y se realizaron cambios de medios
diarios hasta alcanzar una confluencia de aproximadamente el 70%. Ese dia, se
agregaron 4 gotas de Colchicina(50 pg/ml) utilizando una jeringa de 1 ml y se dejé
incubar las células por 5 horas. Al finalizar, se retird el medio y se levantaron las células
utilizando Tripsina. Una vez levantadas, las células se recolectaron en un tubo estéril y
se cenrifugaron a 300 x g por 15 minutos a TA. Se descarté el sobrenadante y se
agregaron 5 ml de solucién de citrato de sodio y se homogeneiz6 gentilmente para dejar
incubando por 10 minutos a 37 °C. Al finalizar, se agregaron 10 gotas de fijador Carnoy
(3:1 partes de metanol: ac Acético glacial) en campana y se homogeneiz6 por inversion.
Se centrifugd una vez mas a300 x g por 15 minutos a TA y se descart6 el sobrenadante.
Para finalizar, se resuspendieron las células en 5 ml de fijador Carnoy y se mantuviera

a-20 °C hasta el momento del andlisis citogenético.

Extraccion de muestras para analisis de filiacion por estudio de

microsatélites

Tanto las CMPih como los fibroblastos de los que se obtuvieron se cultivaron en
1 pocillo de placa multipocillo de 6 de acuerdo con como fue descripto anteriormente.
Una vez obtenida una confluencia del 90-100%, las células fueron levantadas
unicelulares utilizando la enzima Acutasa 1x y se realiz6 una centrifugacion a velocidad
maxima por 90 segundos. Se retird el sobrenadante y se lavaron con PBS 1x a TA para
volver a centrifugarlas a maxima velocidad por 90 segundos. Finalmente, se retir6 el
sobrenadante y se guardarona -80 °C hasta su analisis. El andlisis de filiacion fue
realizado por el servicio del Laboratorio de Huellas Digitales Genéticas (Facultad de

Farmacia y Bioquimica, Universidad de Buenos Aires).

Diferenciacion de  CMPih a células madre neurales (CMN) utilizando

un método comercial

La derivacion a CMN a partir de las lineas de CMPih se realiz6 mediante la
utilizacion del kit comercial PSC Neural Induction Medium (Num. Cat. A1647801,
Thermo Fisher Scientific), en dos etapas. Durante la primera etapa de induccion neural,
se plaguearonCMPih previamente disgregadas con Versene X en un pocillo de una placa
de cultivo de 6 pocillos previamente tratada con Geltrex en presencia del inhibidor de la
viadeROCK¥27632 a una concentraci-n final de

hasta alcanzar una confluencia del 50% de la placa. Se realiz6 luego un cambio a medio
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de induccién neural (Neurobasal mas el agregado de un 2% del suplemento de induccion
neural provisto por el kit) y se renové el medio dia de por medio hasta que las células
llegaran a una confluencia del 100% (Dia 6), limpiando el cultivo de fenotipos celulares
no deseados. Por los siguientes dos dias, se procedié a cambiar el medio diariamente. En
dia 7, las células fueron disgregadas con Acutasdx y plagueadas nuevamente en un
pocillo de placa de 6 pocillos pre-tratadas con Geltrex a una densidad de 2 X106 células
por pocillo agregando Y-2 7632 (5 1 M) al moment o del pasaje.
realizé dia de por medio con medio de expansion neural [Neurobasal/DMEM-F12 (1:1) y
2% del suplemento del kit PSC Neural Induction Medium]. En este punto, las CMN
obtenidas se amplificaron, validaron y criopreservaron en criotubos de 2 ml con 10% de
DMSO (Sigma)yY-27632 (5 1 M).

Una vez obtenidas, el mantenimiento de las CMN se realizé cultivandolas en
placas de cultivo pre-tratadas con el sustrato comercial Geltrex utilizando el medio de
cultivo para CMN [DMEM/F12, B27 1 x, N2 1x, P/S 2 mM, GlutaMAX 2 mM, aminoacidos
no esenciales 2 mM, factor de crecimiento epidérmico (EGF) 20 ng/ml y factor de
crecimiento fibroblastico basico (bFGF) 20 ng/ml (Gibco)] con cambio dia de por medio.

Al llegar a una confluencia méaxima del 80% se procedi6 a su apgura con Acutasalx por
4 minutos a 37 °C y 5% CQ.

En el caso de observar la apariciéon de una segunda poblacién celular no deseada
adaptamos el protocolo de pasaje para priorizar la seleccién y supervivencia de CMN.
Brevemente, se realizdé un lavado con PBS 1x, se colocAcutasa 1x por 1 minuto, se
removieron las células que se levantaron y se volvié a incubar conAcutasa 1x por 4
minutos mas. Las células que se recuperaron luego de la segunda incubacion se

mantuvieron para su posterior utilizacion.

Diferenciacion de CMN a neuronas

Para la obtencion de neuronasa partir de CMN, disgregamos las CMN con
Acutasa 1x, las sembramos a una confluencia del 30% en placas deultivo adherentes
pre-tratadas con Geltrex (1 hora a 37°C) y lascultivamos durante 30 dias. EI cambio de
medio se realizé dia de por medio utilizando un medio de diferenciacion neuronal
conteniendo Neurobasal, B27 X, Acido Ascérbico (35,2 ng/mL), GlutaMAX (2 mM),
aminoacidos no esenciales (2 mM), P/S (2 mM), factor neurotréfico derivado de cerebro
(BDNF) (20 ng/mL) y factor neurotrofico derivado de glia (GDNF) (20 ng/mL) (Gibco).
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Diferenciacioén directa de CMPih a neuronas corticales

La diferenciacion de CMPih a células corticales se realizé siguiendo el protocolo
descripto por Shi et all’9, con algunas modificaciones231.232,

Se disociaron unicelularmente CMPih utilizando Acutasalx se sembraron5x 10
células en placas multipocillo de 12 pretratadas con Geltrex (1 tora a 37 °C) y se
cultivaron con mTeSR1 suplementado con 10 uM ¥27632. A la mafiana siguiente, se
observé la presencia de una monocapa, se renovo el medio mTeSR1 sinX7632 y por la
tarde se inicio la diferenciacion neural.

El cambio de medio se realizé diariamente utilizando un medio de induccién
neural conteniendo DMEM -F12 y Neurobasal (1:1), B27 0,5x, N2 0,5x%, Insulina (5
pug/mL), GlutaMAX (2 mM), aminoacidos no esenciales (2 mM), P/S (2 mM), 2-
mercaptoetanol (100 uM) de base y agregando los suplementos SB431542 (10 uM) y
LDN193189 (10 nM).

Al observar la apariciébn de neurorosetas definidas, se procedié a remover el
medio, realizar un lavado con PBS1xy aincubar con Acutasa lxa 37 °C por 3 minutos.
Luego, se levantaron las neurorosetas porspray -off de PBS 1x dirigido , levantandolas y
pasandolas a un eppendorf estéril. Se realizé una centrifugaciéna 160 x g por 4 minutos
a TA, se retir6 el PBS y se resuspendié en el medio de induccién neural sitsB431542ni
LDN193189. Se disgregaron levemente lameurorosetas, se plaquearon en un pocillo de
placa multipocillo de 6 pre -tratada con Geltrex y se colocaron en estufade cultivo a 37
°C.

Iniciando al dia siguiente y continuando por 4 dias, se realiz6 un cambio de medio
diario con el agregado de bFGF (20 ng/mL) para promover la expansion de las
neurorosetas. Pasados esos 4 dias, se procedié al cambio de medio dia de por mediasta
finalizar el protocolo. Se procuré abrir las células como se explicé anteriormente una vez
cada 10 dias aproximadamente hasta llegar a dia 50, momento en que se mantuvieron en

el mismo pocillo hasta la finalizacién del protocolo (Dia 70).

Protocolo generacién de organoides cerebrales

La diferenciacion de CMPih a células corticales se realiz6 siguiendo los
protocolos de Lancasteret al., actualizados'79.180

Se disociaron unicelularmente las CMPih utilizando Acutasa 1xy se sembraron
2,1x 10 células en placas multipocillo de 96 de ultra baja adherencia (Corning) en medio
hES con bajo bFGF (4 ng/ml) y sin P/S, en conjunto con microfibrillas de hilo de sutura

(Vicryl. Ethicon) generadas manualmente por raspado con bisturi en condiciones de
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esterilidad. Se realizé un Unico cambio de medio a los 3 dias del inicio del protocolo,
inclinando la placa y renovando parcialmente el medio para evitar la pérdida de los
cumulos celulares asociados a las microfibrillas.

En el dia 6, utilizando un tip de p200 cortado, estéril, se pasaron los cumulos
individualmente a placas de multipocillo de 24 pre -tratadas con una solucién de anti
adherencia (StemCell Technologies) (45 minutos a 37 °C y posterior lavado con PBS 1x)
gue ocontenian 500 L de solucién de induccién neural [DMEM -F12, N2 1x, solucién de
heparina en DMEM-F12 (1 pg/ml), GlutaMAX (2 mM) y aminoacidos no esenciales (2
mM)] y se procedio a realizar cambios de medio dia de por medio.

En el dia 11, se embebieron los organoides en Matrigel (Corning) puro. Para eso,
y considerando que los medios no contienen antibidtico hasta el dia 13, se esteriliz6 un
cuadrado de Parafilm (Sigma-Aldrich) del tamafio de una placa de 60 mm de didmetro
con alcohol y UV y se la dispuso sobre una caja estéril de tips de p200 para generar un
molde. En cada uno de los pocillos generados se colocé un Gnico organoide utilizando un
tip de p200 cortado y se retird el liquido excedente con un tip p20 para evitar la dilucién
del Matrigel. Acto seguido, se coloc6 una gota de 30 pl en cada pocillo y se ubicé el
organoide en el centro de la gota de Matrigel, utilizando un tip de p10. Se dej6 polimerizar
por 30 minutos a 37 °C y se coloc6 en una placa p100 con solucién de induccién neural
(Figura 24).

p
A
Tip p200 & Matrigel quuidy;,/
cortado//’/ puro /,/
0 o & 26 6 Y X -
o @
—» o0 © o — o © o — o @ © S o
o) © (@ e @ © e & @ © ©@ ‘
moldes de Posicionamiento Embebido en Gelificacion a Cultivo en
parafilm para de organoides Matrigel 30°C por 30 suspension
embeber en moldes minutos
Figura 2 4. Embebido de organoides en Matrigel. El esquema muestra el proceso de embebido de los

organoides cerebrales a dia 11Adaptado de 233,

2-3 dias después (dia 1314) se pas6 a medio de diferenciacién neural sin vitamina
A [DMEM -F12, Neurobasal, N2 1x, B27 sin Vitamina A 2x, Insulina, 2mercaptoetanol,
P/S (2mM), GlutaMAX (2 mM) y aminoacidos no esenciales (2 mM)] suplementado con
CHIR99021 (3 pM) por los primeros 3 dias, para luego continuar con medio de
diferenciacion sin vitamina A hasta el dia 25, cambiando el medio dia de por medio. En
dia 18, las placas se colocaron sobre uagitador orbital resistente a altas concentraciones
de CO2 y humedad apto para uso continuo en incubadoras de cultivo (Thermo Fisher
Scientific, modelo 88881102. Cat. Fisher # 88-881-102). En dia 25, se cambid6 el medio a
medio de diferenciacion neural con Vitamina A [DMEM -F12, Neurobasal, N2 1x, B27 2x,
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Insulina, HEPES (0,01M) 2-mercaptoetanol, acido ascérbico (0,4mM), P/S (2mM),
GlutaMAX (2 mM) y aminoacidos no esenciales (2 mM)]. A partir de este momento, el
cambio de medio se realiz6 dos veces a la semana y a partir del dia 40 se agregaron 100

ul de Matrigel puro cada 5 ml de medio hasta el fin del protocolo (dia 90).

Fijacion de organoides cerebrales y corte en criostato

Al llegar al dia 90, se seleccionaron 2/3 organoides por placa y se les realizd un
lavado con PBS 1x y se los pas6 con cuidado, utilizando un tip de p1000 cortado a un
eppendorf estéril, donde se los dejé 24 horas en PFA 4%. Pasadas las 24 horas, se remévi
el PFA 4%y se los dejé ON en PBS 1x. Al finalizar, se realiz6 un pasaje gradual de sacarosa
a medio de montaje (CRYOPLAST, Biopack) dejando embeber ON los organoides en las
soluciones:

Sacarosa 15%A Sacarosa 30%A Sacarosa: CRYOPLASTA Armar taco con
cryoplast.

Para el armado del taco, se tomé una pila de monedas de 50 centavos, las cual se
recubrié parcialmente con papel aluminio de forma de generar una base. Sobre esta, se
colocaron los organoides, se los recubri6 con CRYOPLAST asegurandose de no generar
burbujas y se los acomodd con una pinza de punta roma en el centro.

Seguidamente, se colocaron los tacos sobre un ladrillo de hielo seco de forma de
congelarlos rapidamente y se los dejé minimo 24 horas a-80 °C antes de proceder a su
corte.

El corte se realizé utilizando un criostato Leica CM1860UV, con un grosor de
corte de 17 um y se colocaron sobre portaobjetos cargados positivamente (Biotraza).
Réapidamente se incubaron a-20 °C por al menos 1 hora y luego se guardaron &80 °C

hasta el momento de realizar las inmunotinciones.

Inmuno marcaciones de organoides cerebrales

Para la tinciobn de organoides cerebrales en portaobjeto, seretiraron los
portaobjetos del -80 °C, se los coloc6 horizontalmente sobre una servilleta y se permitio
gue llegaran a TA por 10 minutos. Se marco los alrededores de los cortes con una barrera
hidrofébica PAP-PEN (Merck) y se lo dejé secardurante 3-5 minutos. Una vez seca la
tinta hidrofobica, se cubrieron los organoides en PBS con el agregado de 0,1% Tween20
(PBST) a 37°C por 10 minutos para retirar el medio de montaje de los organoides.
Luego, se colocaron 1 hora en cdmara humeda con solucion de bloque(NGS 5% en PBS

T), se aspird la solucidon de bloqueo suavemente con tip de p200 y se colocaron los
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anticuerpos preparados previamente en solucion de anticuerpos (BSA 5% en PBS). Se
incub6o ON a TA en camara humeda.

Al dia siguiente, se retiraron los anticuerpos primarios, se realizaron 3 lavados
con PBS Ty se realiz6 la incubacion de anticuerpos secundarios (preparados a la dilucion
adecuada en PBST) por 2 horas en camara hiumeda, en oscuridad. Inmediatamente, se
coloc6 DAPI 1x por 30 minutos a TA en oscuridad para permitir la tincion de los nucleos
y se realizaron 3 lavados con PBST, en oscuridad.

Para finalizar, se retir6 el tltimo lavado de PBS-T, se dejaron secar los organoides
por 15 minutos a TA, se coloc6 medio de montaje (VectashieldVector Laboratories) y se
colocé cuidadosamente el cubreobjeto, asegurandose de no generar burbujas y evitando
estropear el tejido. Se dej6 secar otros 15 minutos y se sell6 con esmalte transparente. En
la Tabla 8, se encuentranlistados los anticuerpos primarios y secundarios utilizados. Las
fotos fueron sacadas utilizando un microscopio de fluorescencia inverti do EVOS floid

(Thermo Fisher Scientific).

Cuantificacion de depositos de A a por inmunotincion

El procesamiento de las imagenes fue realizado utilizandosoftware libre FIJI.
Antes de comenzar con la cuantificacion de estructuras neuronales, realizamos la
calibraci-n de |l as fotograf2z2as en 1 m, medi ant e
con los mismos aumentos de una camara de Neubauer. A su vez, realizamos ehismo
tratamiento de brillo y contraste para todas las imagenes para evitar artefactos de la
medicion. Ademas, la morfometria de los depdésitos se realizé exclusivamente en zonas
gue tuvieran una expresion homogénea del marcador neuronal BIll Tubulina (TUJ -1).
Se realizaron 2 cuantificaciones:
9 Porunlado, se contaron manualmente la cantidad de depdésitos presentes en cada
campo
9 Por el otro, se midi6 el area de intensidad de fluorescencia media. Esto se hizo
seleccionando la herramienta de seleccién poligono y seleccionando el contorno
de la estructura manualmente. Desde la barra del menu de FIJI determinamos la
configuracion de las mediciones para que nos arroje los valores danean grey
area. Luego, seleccionamos nuevamente fimediro

areadelosacumulosde®d® sel ecci onados.

Secuenciacion masiva del ARN (RNA -seq)
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La secuenciacion masiva High Throughput Sequencing) del ARN total se realiz
en la empresa Macrogen (Corea del Sur) utilizando una plataforma lllumina
NovaSeq6000. La cantidad de lecturas (eads) totales por muestra fue mayor a 60
millones y en single-end. Cada condicion experimental (linea PSEN1WT o portadora de
la mutacién PSEN1p.T119I) se analizé por triplicado, con muestras generadas de pasajes
y diferenciaciones a 70 dias independientes. El armado de las librerias fue realizado con
una cantidad de 4 1 g dTeuSenstergédrpara ARN ¢ofmleconada c on
deplecion del ARN ribosomal. EI ARN extraido fue evaluado por su RIN (del inglés, RNA
integrity number ), que es un valor que estima la integridad del ARN presente en la
muestra. Este valor oscila del 1 al 10, siendo 1 una muestra totalmente degradada y 10
una muestra en perfectas condiciones de integridad, se consideran como aceptables
valores de RIN mayores a 7. Nuestras muestras obtuvieron valores de RIN mayores 8.5

(Tabla 9), indicando que se encontraron en condicioneséptimas para su secuenciacion.

MUESTRA RIN
UOWi002 -A 1 (WT) 9.6
UOWI002 -A 2 (WT) 9.2
UOWI002 -A 3 (WT) 9

FFAD1.2C4(PSEN1P.T119I) 1 8.7
FFAD1.2C4(PSEN1P.T119l) 2 9.8
FFAD1.2C4(PSEN1P.T119l) 3 9.7

Tabla 9. RIN para las muestras  analizadas

Andlisis de secuenciacion masiva de ARNmM

Las lecturasobtenidas se procesaron siguiendo el protocolo descrito en lafigura
25. La calidad de las lecturas se evalud utilizando FastQCv0.11.934, y se controlaron
posibles duplicaciones y artefactos generados por PCR en la preparacion de las librerias.
El procesamiento inicial de las lecturas se realiz6 con la herramientaFastp v0.22.023
para eliminar secuenciasadaptadorasresiduales, lecturas de baja calidad o muy cortas, y
lecturas no pareadas.

Dado que la preparacion de las librerias involucra la eliminacion de ARN
ribosomal, se control6 la abundancia de estos transcriptos en las muestras. Se utilizo la
secuencia de ARN ribosomalhumano disponible enlasbasesde datos NCBI y Silvacomo
referencia, y seconstruyé un indice utilizando la herramienta bowtie2 v2.3.5 [140]. Las
lecturas que no se alinearon con esta referencia se utilizaron en las etapas de analisis
posteriores. El alineamiento al genoma humano de referencia (version GRCh38) se llevo
a cabo utilizando la herramienta STAR v2.6%36, y solo se conservaron las lecturas que se

alinearon de forma Unica con hasta dos erroresde emparejamiento entre bases. Esta
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herramienta también incluye un médulo para ensamblar las lecturas en transcriptos y
cuantificar su abundancia a nivel de genes.
Pipeline principal

Datos crudos (fastq)

FastQC .____ >
(control de calidad) Fastp

......

(filtrado)

Procesamiento datos paso 1 (fastq)

PR— Bowtie2
(Eliminado ARNT)

Alineamientos (sam/bam)

- deeptools

cuantificaciéon
(counts)
graficos de cobertura

(bigwig)

Pipeline exploratorio

- python
Graficos de \
diagndstico

R
counts «---
. DESeq2

normalizados v

Analisis de

expresion diferencial

Figura 2 5. Esquema del protocolo de andlisis de datos de RNA  -seq. El procesamiento de los datos
para el andlisis del RNA-seq consté dedos grandes etapas: una primera parte de preparado y filtrado de los
datos de la secuenciacién y una segunda etapa exploratoria de los datos

Se realiz6 un grafico de dispersion como diagnéstico para confirmar que no se
presentaran fallas en el andlisis como consecuencia de falsos positivos causados por falta
de datos de cada gen en particular. En la figura 26 observamos un gréfico de

estimacion de la dispersidon genética de las muestras versus la media de logounts
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normalizados (niveles de expresion del gen). Este grafico nos permite conocer si la
dispersién de los valores se ajusta al modeloutilizado en el analisis. Los valores de la
estimacion de la dispersién de cadagen al inicio se encuentran representados en color
negro, luego se realiza unajuste al modelo en donde se determinauna media de los datos
(enrojo) yenlasegundaronda, seanalizan los datosrespecto dela media ajustada, dando
lugar alas estimacionesde la dispersion finales para cadadato que se corresponden con
los puntos graficados en color azul. Aquellos puntos negros que se encuentramarcados
con un circulo en azul son valores cuya dispersion esmayor ala esperada con el ajuste.
De acuerdo con lo esperado, observamos que los valores finales (en azul), se encuentran
comprimidos significativamente a lo largo de los valores ajustados respecto de su valor

inicial (en negro).
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Figura 2 6. Gréfico de estimacion de la dispersion de los datos del RNA -seg. En negro se observa

la estimacién de los datos del RNAseq por cada gen, en rojo el ajuste para los datos y en azul, los datos
ajustados a la media de la dispersion calculada. Los puntos negros dentro del circulo azul son valores fuera
de rango de la media ajustada.

La cuantificacion sin modificar fue analizada en DESeq2 (Bioconductor version
3.14) en el software Rstudio (version 2022.02.1). La clasificacién en genes inducidos,
reprimidos o no regulados sehizo de acuerdo con el valor umbral definido por log2 (veces
de cambio) = £1y el p-valor ajustado por el FDR (false discovery rate) menor a 0,1 (p-
valor ajustado = g < 0,01). La identificacion de los términos ontoldgicos sobre-
representados se realizd0 por medio del software online  ShinyGO
(http://bioinformatics.sdstate.edu/go/ ).

90



Andlisis estadistico

Las comparaciones experimentales se realizaron utilizando la pruebat de Student
en el casode comparacionesde dos grupos o la prueba de analisis de varianza (ANOVA)
unidireccional para comparaciones multiples. Se considero significativo un valor de p <
0,05 entre las condiciones ensayadas. El analisis de datos se llevo a cabo con el software
GraphPad Prism 8.
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RESULTADOS

Capitulo 1. Estudio de mutaciones en el gerPSEN1utilizando
el modelo in-vitro de células HEK293T modificadas
genéticamente.

En primera instancia y ante la falta de una demostracion experimental de la
patogenicidad de la variante PSEN1 ¢.C356T (NM_000021.4) p. T119l, decidimos
realizar una primera serie de experimentos exploratorios de sobreexpresion de
plasmidos codificantes de mutaciones en PSENL1 en la linea HEK293T. Si bien esta linea
celular difiere del tipo celular ideal para realizar estos experimentos, siendo mas
apropiado el uso de neuronas o subtipos celulares neuronales, optamos por utilizarla de
igual manera dada su ata tasa de crecimiento, alta reproducibilidad entre experimentos
y su facilidad para ser transfectadas y expresar de forma rdpida y robusta los plasmidos
deseados.

1.1 Generacion de la linea HEK293TPSEN1 KnockOut (KO).

Para evitar tener resultados que puedan verse afectados por la expresion
endogena dePSEN1 wild-type decidimos generar una linea HEK293T KO para dicho gen
utilizando el sistema de edicion génica CRISPR/Cas9 metodologia que permite realizar
ediciones en el ADN de forma precisa. EI mecanismo de edicién requiere un ARN guia
sintético complementario al sitio a modificar en ADN y una nucleasa Cas9 (del inglés,
CRISPR-associated protein 9). Para disefiar el ARN guia (ARNg) es necesaria la
presencia de una secueni@ PAM (del inglés, Protospacer Adjacent Motif ) en la secuencia
gendmica a editar.La secuenciaPAM esreconocida por el complejo ARNg-Cas9y permite
ala proteina Cas9 realizar un corte doble cadena en la secuencia blanco (Figura@®. La
célula intentard reparar el corte en el ADN realizado por la proteina Cas9 mediante el
mecanismo de reparacion de union de extremos no homologos (NHEJ, del inglésnon
homologous end joining) o mediante recombinacion homéloga (HDR, del inglés
homology directed repair ). La reparacion mediante NHEJ es propensa a cometer
errores, lo que generasustituciones, remociones o inserciones de nucleétidos (conocidos
como indels) en la secuencia de ADN. Este hechgrovoca en ocasiones cambios en el
marco de lectura y generacién de codones STOP prematuros, lo quese termina

traduciendo en proteinas no funcionales o truncadas.

93



ARN guia

Sitio blanco

,,,,,,,,

(BN

TITIIIIITIIT

NHEJ HDR
Codén STOP prematuro Edicién precisa
Figura 2 7. Mecanismo de edicion génica CRISPR/Cas9. Los componentes importantes para la

edicion génica son la nucleasa Cas9y el ARN guia (ARNg). La Cas9actiia como una tijera molecular para
cortar las cadenasde ADN. El ARNg permite guiar a la Cas9 para escindir el ADN en el sitio blanco. La
reparacion del ADN luego ocurre por las vias de NHEJ o HDR.

PSEN1es un gen que contiene 12 exones, cuyo transcripto primario codifica para
una proteina de 467 aminoacidos y posee varias isoformas producto desplicing
alternativo 45237.238, | a secuencia codificante para esta proteina de 9 pasos
transmembrana inicia en el exén 3, siendo los primeros dos exones transcriptos, no
codificantes. Dada la presencia del exén 5 entodos los transcriptos codificantes de
PSENZR38, la necesidad de evitar sitios de inicio de la transcripcidn alternativos,
generalmente ubicados en los primeros exones \la alta tasa de mutaciones asociadas a
estados patogénicos deEA en elloop generado entre el exdn 4 y exén 5 (Figura 6391 242,
consideramos que era razonable que, las inserciones o deleciones (Indels) producidas
por el sistema CRISPR/Cas9 en el exdn 5 serian capaces de inducir cambios en la

secuencia proteica que la volverian no funcional (KO}43.

1.1.1 Eleccién del sitio blanco (target ), disefio in silico y clonado de

ARN guias para la edicion génica .

Para el disefio delos ARNg in silico utilizamos la secuencia del gen dePSEN1
presente en la base de datos NCBI [{ttps://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/5663 ) del
genoma de Homo sapiens de referencia GRCh37.p13 considerando el transcripto 1
(NM_000021.4). Se utilizaron tres softwares gratuitos online: Benchling
(https://www.benchling.com/ ), CHOP CHOP (https://chopchop.cbu.uib.no/ ) vy

CRIPOR (nhttp://crispor.tefor.net/ ) para la elaboracién y corroboracion de estos En la
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figura 28, sepresentan los ARNg utilizados. Las secuencias de estos son las siguientes:
ARNg 1: foward PSEN1.1gRNA-F w - BACCGCTCGGTATCTTCTGTGAATG 3 6 rewerse
PSEN1.1 gRNA-Rev 5-3AACCATTCACAGAAGATACCGAE-3;0y ARNg 2: PSEN1.2
gRNA-Fw 5 -6CACCGACAGAAGATACCGAGACTGT-3 6 rewerse PSEN1.2gRNA-Re v- 50
AAACACAGTCTCGGTATCTTCTGT-3.6

gen PSENT EXON 5

—_—

e ~—

 I—

PAM e
TATACCCCATTC GGGCCAGAGAGCCCTGCACTTCAATTCTGAATTCT
ATATGGGG TGACACCCGGTCTCTCGGGACGTGAAGTTAAGACTTAAGA

PAM

Figura 2 8. Sitios blancos de  los ARNg disefiado s para el gen de PSENL1. En la figura se encuentra
esquematizado el gen dePSENL1 conformado de sus exones(rectangulos verdes) e intrones. Los sitios
elegidos para la edicion génica se ubi@ron en el quinto exén del gen.En naranja, se encuentra elPSEN1.1
gRNAy envioleta PSEN1.2gRNA.

Los pares de guias se aparearon y se clonaron en el plasmido pSpCas9(BRA-
Puro-2A-GFP utilizando bacterias competentes Escherichia coli de la cepa Stbl3.
Realizamos el screening de 4 colonias transformadaspor guia mediante colony-PCR.
Amplificamos por PCR un producto de 150 pb con los primers U6-Fw y PSEN1.1gRNA-
Rv y PSEN1.2gRNA-Rv, respectivamente y corroboramos el correcto clonado de cada

ARNg mediante secuenciacion de Sange(para mas detalle ver materiales y métodos).

1.1.2 Obtencidn de la linea HEK293T deficiente en PSEN1.

En primera instancia, se evalué la cantidad oOptima de células HEK293T a
plaquear para realizar la transfeccion a las24 horas (Figura 29). Para ello, se levantaron
las célulascon Tripsina y se plaquearon 5 x 13, 2 x 1%, 3 x 1(°y 4 x 1(® células/pocillo
de placa multipocillo de 6 y se tomaron fotos a las 24 horas post plaqueo Se opté por
realizar el experimento con 2 x 1 células/pocillo considerando la especificacion de

transfectar con un grado de confluencia del 70-90%.
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Figura 2 9. Puesta a punto de cantidad de células HEK293T a transfectar.  Microf otografias
representativas en campo claro de 5 x 16, 2 x 1%, 3 x 10° y 4 x 10° células HEK293T plaqueadas en pocillos
de placa de 6 pocillos visualizadas con microscopio éptico invertido a las 24 horas postplaqueo. Barra de
escala:50 um.

El plasmido pSpCas9(BB)2A-Puro-GFP-gRNAPSEN11 codifica para resistencia
al antibidtico puromicina, por lo que realizamos a su vezuna puesta a punto de la
cantidad de puromicina necesaria para seleccionar las células que hayan incorporado el
plasmido (Figura 30). En este caso, elegimos la concentracion minima (1 pg/pl) en la cual
observamos cualitativamente la muerte de todas las células HEK293T no transfectadas.

96



Vehiculo

2 pg/ml 4 pg/ml

Figura 30. Curva de concentracion de puromicina. En la figura se observan imagenes
representativas de campo claro obtenidas con un microscopio invertido de cultivos celulares de HEK293T
luego de 48horas de tratamiento con las concentraciones indicadas de puromicina: 0,5 pg/pl, 1 pg/pl, 2 pg/ul
y 4 pg/pl. Vehiculo: H20 mq. La escala representas0 um.

Una vez realizada la puesta a punto correspondiente se procedio a realizar el
experimento de edicion génica (knock-out) del gen PSEN1 Para ello, transfectamos de
manera transitoria las HEK293T con el plasmido pSpCas9(BB)2A-Puro-GFP con el guia
gRNAPSEN1.1 con Lipofectamina 2000 (Thermo Fischer Scientific) siguiendo las
instrucciones del fabricante. Realizamos, ademas la transfeccién utilizando el guia
gRNAPSEN12, pero observamos una elevada tasa denuerte celular aun utilizando bajas
concentracionesdel plasmido.

Brevemente, el dia previo a la transfeccion plaqueamos 2 10° células con medio
DMEM+ 10% SFB en placa de cultivo de 6 pocillos. Utilizamos 2 pocillos por
experimento, un pocillo lo transfectamos (utilizando medio DMEM sin antibi6tico) con
2 1 g del p3pCaS8xBRB}24-Buro-GFP-gRNAPSEN11 (utilizamos esta cantidad
de plasmido baséandonos en experimentos previos del laboratorio) y otro pocillo lo
dejamos sin transfectar (control negativo). 24 horas posteriores a la transfeccion
iniciamos un tratamiento con el antibi-tico puromici
aquellas HEK293T que incorporaron el plasmido y mantuvimos el agente de seleccién
hasta no observar células vivas en el control negativo (aproximadamente 48 horas).

En ese momento, se levantaron las células y se plaquearon en placas multipocillo
de 96 por el método de dilucion limite y se continu6 su cultivo en medio DMEM + 10%
SFB sin el agregado de puromicina.Crecimos las células transfectadasy procedimos a su

expansion clonal como se describe en materiales y métodos Amplificamos por PCR a
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punto final el sitio de edicién en el quinto exon del gen PSEN1utilizando los primers
PSEN1 EX 5Fwy PSEN1 EX 5Rev, a partir de ADN gendémico extraido de las10 colonias
seleccionadasy realizamos una secuenciacién por Sanger de todos los amplicones
obtenidos.

Comparamos luego las secuencias de los amplicones obtenidos con la secuencia
control de nuestras lineas celulares. Para el andlisis, utilizamos el software online ICE
Analysis de Synthego (Figura 31). El software nos permiti6 observar si en la
secuenciacion se encontraban mas de un tipo de modificacién en el ADN gendmico por
muestra. Idealmente se deberian seleccionar aquellos clones en los que en la
secuenciacién se obtuviera un porcentaje mayor al90% de un solo tipo de modificacién
génica, lo que indicaria que la linea editada es clonal y no una mezcla de poblaciones
celulares. No tuvimos en cuenta aquellos porcentajes menores al 10% en los cambios en
las secuencias de las lineas editadas, debido que esos datos pueden atribuirse al ruido de
la técnica de secuenciacion. Al analizar los resultados de la secuenciacién, concluimos
gue las colonias obtenidas no eran clonales, sino que se habian formado luego del

crecimiento de mas de una célula en dicho pocillo.

EDITED SAMPLE 121 TO 186 BP

66 CTCTCTG 6 6TETECOGETATETTOT GGG T

RELATIVE CONTRIBUTION OF EACH SEQUENCE (NORMALIZED)

INDEL CONTRIBUTION v SEQUENCE

2 — a0 ACAGTCTCGGTATCTTCTOT--1 ATGGGGTATAGATTCTACAAT
+H - 26% AGTCTCGGTATCTTCTGTG :N‘TGGGGT'T GATTCTA A T
T - 13% ACAGTCTCGGTATCTT : TGGGGTATAGATTCT ATA
-7 = 13% 2 AGTCTCGGTATCTT : GGGGTATAGATTCTA ATA
-] - % ACAGTCTCGGTATCT :'TGGGGT'T GATTCT AT
-2 % ’ AGTCTCGGTATCTT TGTG': GGGGTATAGATTCT TA
Figura 31. Andlisis de secuencias editadas genéticamente . En la figura se observan resultados

representativos de las colonias analizadas por el software Synthego ICE (colonia 10). En el panel superior se
observan las secuencias provistas por Sanger, con el guia subrayado por una linea negra y el PAM en linea
punteada roja. En el panel deabajo se observa la proporcién de los diversosndels para el pool estudiado.

Decidimos luego analizar los pooles de células editados genéticamente aislados

mediante ensayos de western blot (WB) para evaluar si en alguno desllos se encontraba
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un knock-out de la proteina PSEN1 o en su defecto una disminucion de esta de forma tal
de utilizarla en los subsecuentes ensayos de sobre expresion transitoria de APP y PSEN1,

WT o sus formas mutadas (Figura32).

A

Pooles PSENT KO

WT 1 7 & 9 10

PSEN1 20 Kd

GADPH | e mm— —— — 36 Kd

1.59 dededede

-
=
1

Veces de induccion
(relativo a WT)
=
on
]

I
WT 1 7 8 9 10
Pooles PSEN1T KO

Figura 32. Cuantificacion de la proteina PSEN1 en homogenatos de células HEK293T editadas
genéticamente por CRISPR/Cas9. A. Iméagenes representativas de membranas de WB de las proteinas
Presenilina 1 (PSEN1) y Gliceraldehide3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH) B. Veces de induccién de
expresion de la proteina Presenilina 1 normalizado al control de carga GADPH .Se grafico el promedio de las
veces de induccién relativas a las lineas wild type (WT) t error estdndar de tres experimentos
independientes. Se utilizaron los niveles de expresion de GADPH para normalizar los datos. Se realizé la
prueba estadistica deANOVA de un factor y los valores se consideraron significativamente diferentes cuando
(****) <0,0001 vs. WT.

Como puede observarse en la figura32, en los 5pooles de célulasevaluados se
observd una disminucion de los niveles de expresion de la proteina PSEN1endogena.

Optamos por continuar los experimentos con la colonia 10 que presento
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consistentemente una ausencia total de expresion de la proteina PSENY la cual, segun

el andlisis realizado por Synthego, no presentaba secuencias WT

1.2 Obtencion de plasmidos de expresion dePSEN1con mutaciones
asociadas a EA p.T119y p.A246E.

Se realiz6 la mutagénesis dirigida (c. C356T p. T1191y c. C737A p. A246E) en un
plasmido de expresion pcDNA3.1 PSEN1 WT + VRSQ MY@HIS que posee la secuencia
salvaje (wild -type) del transcripto 1 de PSENZ®44245 generosa donacion de la Dra.
CelesteKarch (Washington University in St Louis). Decidimos ademas incorporar la
variante en PSEN1 A246E, de conocida patogenicidad (resumido en

. También es posible referirse a la
tabla 1 en el apartado Introduccién) sobr e | 4 Amednsiderandata cérnd
un control de variante patogénica en nuestrosexperimentos.

Nos propusimos generar las modificaciones deseadas sobre el plasmido
pcDNA3.1 PSEN1IWT + VRSQ MYGHIS. Para realizar dichas modificaciones se utilizo
el kit de mutagénesis dirigida Q5® Site-Directed Mutagenesis Kit (New England
Biolabs). Este kit permite realizar mutaciones puntuales en plasmidos de forma
altamente eficiente (Explicado brevemente en la figura 33) utilizando sets de primers
especificos generados con la herramienta bioinformatica NEBase Changer

(https://nebasechanger.neb.com/ Para mas detallever materiales y métodos).

e s Tratamiento con mix . .
Amplificacién por PCR Transformacién bacteriana

/,_ \ enzimatico (KLD)
%

Diseno de primers para

subtituir una base nucleotidica
Fosforilacién <

de amplicones

Ligacién Remocién del
templado

Figura 3 3. Diagrama de la mutagénesis sitio dirigida basada en amplificacién por reaccion en

cadena de la polimerasa (PCR). En este método, se realizé una reaccioén de PCR utilizando primers no

superpuestos. El producto fue fosforilado y ligado y se removi6 el templado gracias a la accién de la enzima

Dpn | en una reacci-n Ynica. Posteriormente, se transfor mi
amplificar los plasmidos obtenidos. El primer conteniendo la X indica la base modificada. Adaptado de New

England Biolabs, Inc (NEB).
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Tras obtener los plasmidos y transformar bacterias NEB 5-alpha Competent E.
coli provistas por el kit, las cuales tiene una alta competencia y permiten obtener un alto
namero de colonias post transformaciéon, se procedié a la purificacion del material
plasmidico por miniprep, amplificacion de regiones colindantes a la zona modificada y
andlisis de la region por secuenciacion de SangerKigura 34). Finalmente, se realizé una
amplificacion a mediana escala (Midiprep) de los pladsmidos portadores de la variante
para su posterior transfeccion.
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Figura 3 4. Secuenciacion de plasmidos modificados por mutagénesis dirigida.

A .C356T p.T199]
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Resultado del

fenograma emitido tras realizar secuenciacion de Sanger. Para ambas mutaciones, en el panel superior se
encuentra la secuencia original del plasmido y en el panel inferior la secuencia modificada. El asterisco marca

el nucleétido modificado .
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1.3 Estudio de marcadores de neurodegeneracion enHEK293T
PSEN1KO que expresan el genPSEN1con las mutaciones p.T119ly
p.A246E por ensayos de ELISA.

Como se comentd anteriormente en la introduccion, se ha observado que las
mutaciones en genes asociados al clivaje de la proteina APP, como soAPP, PSEN1y
PSENZ2, producen cambios en la procesividad del complejo gamma secretasa sobre sus
sustratos, generando as? syunaumenmernt ebcoaeate | a i sof
A a2/ A a0, considerados marcadores de lasplacas amiloides caracteristicos de EA?
454780 Por este motivo y @n el fin de estudiar si la variante en PSEN1p. T119I es capaz
de generar, in vitro en células HEK293T, modificaciones en la produccién de las
i s of or madecidim®s réabzar ensayos de ELISA delas isoformas A a.y A an
los sobrenadantes y extractos proteicos de célulaHEK293T PSEN1KO que expresan
plasmidos portadores de las mutantes antes generadas

Una vez obtenidas las células y plasmidos a utilizar se procedi6é a realizar los
ensayosde co-transfeccion transitoria con plasmidos de expresion de APPy PSEN1WT
0 bien con plasmidos de expresion deAPPWT vy las variantes dePSEN1que generamos
mediante mutagénesis dirigida: p. T119ly A246E (control positivo) . El plasmido pCMV
APP695 WT también fue donado por la Dra. Karch. Se agreg6é ademas en todos los casos
un plasmido de expresién de la proteina fluorescente GFP (pGFP-N1), quese utiliz6 para
calcular la eficiencia de transfeccion. En la tabla 9 se muestran las condiciones de

transfeccion.

Condicion Plasmidos cantidades

Control negativo de - -

transfeccion

WT GFP-N1 + APR695SWT+ | 0,5ug:1ug:1ug
PSEN1 WT

p. A246E GFP-N1 + APR695SWT+ |05ug:1pg:1pug
PSEN1 A246E

p. T119I GFP-N1 + APR695SWT+ | 05ug:1pg:1pug
PSEN1 T119I

Tabla 9. Ensayos de transfeccion en lineas HEK293T PSEN1 KO.

Brevemente, se sembraron 4 pocillos de placa de cultivo de 6 pocillos con 2 x 10
células HEK293T PSEN1KO por condicion en medio DMEM + 10% SFB. Al dia siguiente,
se procedio a la cetransfeccion de estas utilizando 2,5 g totales de plasmido (GFPN1 +
APP-695 WT + PSEN1 correspondiente, siguiendo las indicaciones de la tabla 10)
utilizando Lipofectamina 2000 (Thermo Fischer Scientific) de forma anéloga a lo

explicado en el apartado 1.1.2.
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24 horas post-transfeccion se renovo 1ml de medio DMEM + 10% SFB sin
antibiotico s, sin agregado de plasmidos niLipofectamina y 48 horas post-transfeccion,
se recolecté el sobrenadanteluego de centrifugarlo a 3000 x g durante 10 minutos.
Asimismo, se tomaron muestras para evaluar el porcentaje de células eficientemente
transfectadas por citometria de flujo. Para ello, el cultivo celular se disocié utilizando
Tripsina, se centrifugd y se resuspendié en 1 rhde PBS1x. 50l de esa suspension celular
fueron pasados rapidamente por un citometro de flujo BD Accuri C6 (BD biosciences)
con el fin de establecer que el porcentaje de células transfectadas era suficientes (60 %
células GFFP) para realizar los ensayos de ELISA. Los 95Qul restantes se centrifugaron
nuevamente a alta velocidad y se resuspendieron en 200ul de buffer de extraccién de
proteinas totales como se describe en la seccién de materiales y métodos.
Dado que la cantidad de plasmido GFRNL1 co-transfectado era la mitad que de
los dos plasmidos de interés se deduce que, como minimp deberian haberse
transfectarse de igual manera los plasmidos de interés.
Posteriormente cuant ieflyi dda@mesextrdcosproi@®@pt i dos A
(niveles intracelulares) y en los sobrenadantes mediante ensayos de ELISA utilizando
kits de Abcam (ver materiales y métodos). Analizamos en primera instancia los niveles
d e sA&ya A anlos sobrenadantes. Lamentablemente, los valores obtenidos dieron por
debajo del limite detectable por los kits y optamos entonces por medir los valores
presentes en los extractos proteicos. En el caso de las muestras analizadas con el kit de
EL I SA pssse diluyéran los lisados proteicos 1/5 utilizando el buffer provisto por el
kit. En cambi o, en el C aslas mdestias sk diluyerahel/8 EL |1 SA p
utilizando también el buffer provisto por el kit. En ambos casos, se realizaron puestas a
punto previas que nos permitieron conocer el indice de diluciéon apropiado.
Como puede observarse en la Figura35, la presencia de lavariante en PSEN1
p.A246E pareceria inducir un aumento en | os nivedyywa de prod
tendencia a | a di s miap geodrando asélun aumantoierslorélacionma A a
A a,/ Asintracelular , tal y como se describe en la bibliografig*¢. Este aumento se puede
observar mejor al analizar las veces de induccion de la relaciorA a,/ Aacon respecto
al control PSEN1WT. Por otro lado, en el caso de lavariante en PSEN1p.T119I no

observamos cambios signd&/fAlacati vos en | a relaci
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Figura 3 5. Estudio del clivaje de la proteina precursora amiloide (APP) y generacion de

i sof ormasCdrc &t r a a2(A) n A @) enospellets celulares proteicos. El valor obtenido
fue normalizado a la cantidad total de proteina derivada de cada ensayoy a la eficiencia de transfeccion
(%GFP" C. Veces de induccidn relativo a la condicién control (en este casd®SEN1WT) de larelacién del
cociente de la concentracion obtenida delos péptidos A a2/ Asa. Analisis estadistico, ANOVA de un factor
comparando con el WT *p-valor <0.05.
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Resultados parciales de estecapitulo

En este primer capitulo pudimos generar un modelo in vitro humano basado en
células HEK293T que nos permitié estudiar, en lisados celulares, la presencia de ds
péptidos asociados a la produccion de placas amiloides, 40 y Aba..

En primer lugar, disefilamos una estrategiade edicidon génica por CRISPR/Cas9,
utilizando como blanco el exdn 5 del gen dePSENL1y pudimos obtener pooles de células
PSENY-.

Luego, realizamos ensayos de mutagénesis dirigida sobre el plasmidgpcDNAS.1
PSEN1 WT + VRSQ MYGHIS para introducir, de manera independiente, las mutaciones
PSEN1p.T119I (c. C356T) y PSEN1p. A246E (c. C737A. A su vez, se realizaron las
puestas a punto correspondientes para los ensayos de ceexpresion de los plasmidos
pcDNA3.1 PSEN1lya sea en su version WT o con las respectivas mutaciones, en conjunto
con un plasmido pCMV APP695 WT, de forma de emular el procesamiento de APP que
ocurre naturalmente en los pacientes portadores de estas mutaciones.

Posteriormente, se realizé la co-transfeccion transtitoria de los plasmidos y se
tomd muestra de sobrenadante para ser analizados porensayo de inmunoadsorcion
ligado a enzima (ELISA) . De acuerdo con la bibliografia pre-existente, el procesamiento
de APP genera la liberacién de bs péptidos Abs y Abs, al espacio extracelular (ver
introduccion, capitulos 3y 4).

Lamentablemente, los kits utilizados [ A«a(ab289832, Abcam) y A ao (ab193692,
Abcam)] no nos permitieron cuantificar los niveles de los péptidosen los sobrenadantes,
a pesar de estar validados para ensayos de cultivo celular, segun especificaciones del
fabricante. Por este motivo, optamos por medir las cantidades deA a. y A ao presentes
Gnicamente en los lisados celulares.

Se pudo observar que la variantePSEN1 p.A246E tiende a un aumento en la
relacion Abas./A bao en cultivo celular graficado como las veces de induccién comparado
con la transfeccion realizada con el plasmido WT, como se espera por bibliografia. Con
respecto a la variante de estudio PSEN1 p.T119I, la misma no pareceria producir
diferencias significativas con respecto aPSEN1WT. A su vez, como puede observarse en
la figura 33, ambas mutaciones tienen a presentar una disminucion del péptido Abso y
esta disminucién se hace mas evidente parda variante PSEN1p.A246E.

Si bien los resultados obtenidos para lavariante PSEN1p.A246E van de la mano
de lo esperado por la bibliografia, el uso de células epiteliales inmortalizadas, derivadas
de rifidn embrionario y transformadas (HEK293T), no es un modelo tan fidedigno para
estudiar la patologia de EA. Por ese motivo, y en vista déa disponibilidad de fibroblastos

portadores de la variante PSEN1T119I decidimos generar una linea de CMPih derivada
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de este paciente y diferenciarla posteriormente a células neurales para modelizar la EA 'y

estudiar la posible patogenicidad de la variante en un modelo mas adecuado.

107



108



Capitulo 2. Generacion de la linea celular pluripotente
inducida humana FFAD1 (o FLENI-001A), portadora de la
mutacion PSEN1p.T119I

El estudio de cualquier fendbmeno natural en el laboratorio se ve limitado por la
similitud que puedan tener las técnicas utilizadas para modelar el fenotipo a estudiar,
una restriccidn que se extiende a todos los &mbitos de la investigacion cientifica. En
particular, es en el estudio de las enfermedades neurodegenerativas, como la EA, donde
esta limitacién se vuelve especialmente evidente. Esto se debe a la aapleja naturaleza
de estas patologiasy a las dificultades inherentes a la hora de obtener muestrasde
pacientes en etapas tempranas de la enfermedad. A su vez, es comdn encontrar que las
muestras disponibles tienden a representar la fase final de la enfermedad.

En este contexto, el desarrollo del proceso de reprogramacion celular146147y |a
rapida expansion del campo de la diferenciacién de las CMPih a diversos tejidos nos
permite obtener modelos en 2 y 3 dimensiones provenientes de pacientes afectadosjue
complementen los modelos ya descripto$47 249,

Como se menciond en la introduccién las CMPih se obtienen a partir de células
sométicas adultas diversas como fibroblastos o células mononucleares de sangre
periférica y pueden ser reprogramadas por medio de la transduccién in vitro de
particulas virales que portan secuencias codificantes paraOCT-4, SOX-2, KLF-4 y c-
MY C, factores de trascripcion cruciales para elmantenimiento de | estado indiferenciado
(también conocidos como factores de Yamanaka) Asi, las CMPih obtenidas presentan
patrones de expresion génicay proteica muy similares a las CMEh; se autorenuevan y
tienen la capacidad de diferenciarse a las tres capas germinales De esta manera, las
CMPih derivadas de pacientes portadores de mutaciones resultan una herramienta

potente a la hora de estudiar estas enfermedades.

2.1 Reprogramaciéon de fibroblastos dérmicos (FD) de paciente
portador de la mutacion en PSEN1(c.C356T; p. T119I)

Considerando las limitantes observadas en el capitulo 1 y ante la disponibilidad
de muestras bioldgicas, nos resulté pertinente generar una linea de células madre
pluripotentes inducidas humanas (CMPih) a partir de fibroblastos dérmicos (FD) del
paciente caso indice en el cual se descubrié dicha mutaciércon el fin de mejorar el
modelado de la patologia Los mismos fueron derivados a partir de tejido sano del
paciente extraido tras un procedimiento quirdrgico, bajo el consentimiento informado

del donante y siguiendo los lineamientos del comité de ética de la institucion.
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Una vez obtenidos, amplificados y congelado un stock de los FD, se procedi6 a
analizar que los mismos mantuvieran la mutacion de interés como asi también realizar
un analisis citogenético para detectar posiblesanomalias cromosomicas que pudieran
haberse generado durante el establecimiento del cultivo primario. Es comdn encontrar
variaciones cromosomicas producidas por el proceso de reprogramacién celular2soi 252,
por eso es clave determinara priori si el paciente contaba, ademas de la mutacién
reportada, con algun tipo de variacion citogenética para poder comparar con las lineas

generadas.
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Figura 3 6. Andlisis de los FD del paciente portador de la mutacion en PSEN1 p.T119l. A
Analisis del cariotipo de 50 metafases de los fibroblastos portadores. Resultado: cariotipo normal, masculino
(46, XY) Método de andlisis: convencional, bandas WTGB. Secuencia mutada en heterocigosis (C>T) en el
exon 5 del gen dePSEN1C. Foto en campo claro de fibroblastos dérmicos cultivados en placa en medio
DMEM + 10% SFB.Barra de escala =20 um.

Como puede observarse en la figura36A, el analisis del cariotipo revel6 que los

FD presentaron un cariotipo masculino (46, XY) sin ningun tipo de anomalia
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cromosOmica. A su vez, la muestra de material genético obtenida por el paciente y
analizada por secuenciacién deSanger, presentd la variante nucleotidica ¢.356C>T, en

heterocigosis, en el exdén 5 del genPSEN1(NM_000021.4) (Figura 36B). Ademas, el

cultivo primario tenia un fenotipo ahusado, tipico de célulasfibroblastic as (Figura 36C).

Estos resultados nos indicaron que los FD mantenian las caracteristicas propias del
paciente del cual se extrajeron y decidimos iniciar con el proceso de reprogramacion
celular, para el cual realizamos la transduccién delos FD con particulas lentivirales que

contenian el casete de reprogramaciéon STEMCCA (ver materiales y métodos).

El casete STEMCCA (Figurad7) poseeun promotor mini mo CMV (mini CMV) r io
arriba de la secuencia de losgenes OCT-4 y KLF4 con una secuencia de autoescision
peptidica (F2A) que permite su co-expresion. A su vez, posee una secueia IRES que
permite el inicio de la traduccién de los otros 2 genesde Yamanaka (SOX-2 y c-MYC,
respectivamente) intercalados por la secuencia de autoclivaje peptidico E2A.
Adicionalmente, este casete presenta el agregado de otras secuencias (PSI, RRE, HIV cp
pu, TetO y WPRE) que permiten que la expresion de estosgenes sea la adecuada.
Finalmente, el casete de expresion esta rodeado por las secuencidexP que permiten
escindir el mismo del genomaal expresar exdbgenamente la proteina recombinasa CRE
Dado que el método de reprogramacion con el quese realiz6 este trabajo se basoé en el
uso de particulas lentivirales las cuales modificancélulas quiescentes por integracion en
el genoma del huésped, es importante destacar lgposibilidad posterior de diminar la
construccién insertada en el genoma mediante el sistema Crelox, especialmente si
consideramos la potencialidad de lasCMPih en el contexto de las terapias regenerativas.
Dado que no era el eje central de este trabajo plantear un enfoque terapéutico pea el
paciente una vez obtenidas lasCMPih, decidimos continuar trabajando con el casete
integrado en el genoma

PSI HIV cpPu cMyc
5'LTR | 3'LTR
RRE F2A E2A
loxp ey loxp
STEMCCA
Figura 3 7. Casete de reprogramacion STEMCCA. Esquema de las secuencias que componen el
plasmido que se utilizo para realizar lasreprogramaciones de FD. En rosa claro se encuentran las secuencias
56 y 36 LTR con sus respectivos sitios LoxP. En il a, (I:
codifican para los factores de transcripcion inductores de la reprogramacion conoci dos como fgenes d
Yamanakao y en naranj a, |l as secuencias de autoclivaje (F:

(IRES). En verde se representa el grupo de secuencias que van a ser transcritas y traducidas cominmente
conocidas como STEMCCA.
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El proceso de reprogramacion esté explicado en detalle en la secciofi Mteriales
y Métodosd. Brevemente, setransdujeron FD y luego se procederon a realizar los
cambios de medio correspondientes. En el dia 6, los FD fueron tripsinizados y
plagueados en placas decultivo de 100 mm con MEFi. Se cambi6 el medio regularmente
hasta empezar al observar la aparicion de colonias compactas, con bordes definidos con
células que presentan una relacion nucleo/citoplasma elevado. En ese momento se
marcaron las potenciales colonias y se mantuvo el cambio de medio diario hasta obtener
colonias lo suficientemente grandes para poder ser @sadas de forma clonal y
amplificarlas para criopreservarlas y comenzar su validacion. Para evitar el co-cultivo
con MEFi decidimos pasar rapidamente a cultivar las CMPihen condifeedebnes i
freeo , sin MEFiI, sobre una matriz extracelul ar <co

cultivos totalmente definidos ( mTeSR3J (Figura 38).

A cassette STEMCCA

(particula lentiviral) §7_E7)
Genes de Yamanaka a8 8
*Oct4 ‘UJ‘J
*Sox2 i = =4
G realizar stock validar

*KIf4

7

fibroblastos dermales
medios

DMEM +10%SFB | medio hES medio hES | camerdales
DO: infeccion con D6: Tripcinizacion y D25-40: picado D40-60: Pasaje a
cassette STEMCCA  cocultivo con MEFir en clonalidad cultivo definido
DO D18 D45 Pasaje 1

Figura 38. Protocolo de reprogramacion celular. A. Esquema del protocolo de reprogramacion
celular, adaptado de 222 para obtener CMPih a partir de FD portadores de la mutacion ¢.356C>T p.T119I en
el gen de PSEN1.B. Imagenes representativas de campo claro de las diferentes etapas del proceso de
reprogramacion. DO: FD previo a la infeccion D18: Colonias pequefias, rodeadas de MEFi D45: Colonia
grande que presenta caracteristicas morfolégicas propias de CMPih, rodeada deMEFi Pasaje 1: Colonia
pasada acondiciones feeder-free (cultivo definido , libre de MEFi) sobre una matriz extracelular comercial
(Geltrex) y medio de cultivo mTeSR1 La escala representa20 pm.

Realizamos dosvecesel protocolo ejemplificado en la figura 38. De los mismos,
picamos 31colonias las cuales inicialmente mantuvimos en medio hES sobre MEFi hasta

poder pasarlas exitosamente a medios definidos [matriz celular de Geltrex (Thermo
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Fischer Scientific) y medio de cultivo mTSeR1 (StemCell Technologies)]. Es importante
destacar que este es un proceso laborioso y que no todas las colonias (Figuiz8B. D45)
sobreviven los sucesivos pasajes y se adaptan a las condiciones de cultifeeder-free
(Figura 38B. pasaje ). Esto se debe a que gran parte de las reprogramaciones son
parciales y las células de muchas de las colonias terminan muriendo, diferencidndose o
bien perdiendo adherencia al sustrato.

De las 31 colonias iniciales Unicamente pudimos amplificar, criopreservar y
validar a 3 clones a los cuales llamamo$FAD1.1c1, FFAD1.2c4 y FFAD1.2c8.

2.2 Validacion de latroncalidad de los clonesFFAD1.2c1, FFAD1.2c4
y FFAD1.2c8

Las células madre pluripotentes inducidas poseen propiedades similares a las de
las CMEh 142146147 como son su capacidad de auto renovacién yde diferenciacion a los
tres linajes celulares, entre otras (Tabla 10). La validacion de algunas de estas

propiedades en las colonias obtenidas se mostrara en los siguientegapartados.

Propiedad CMEh CMPih

Origen Macizo celular Células sométicas

(blastocisto)

Relacion nucleo/citoplasma Alta Alta

Formacion de cuerpos embrioide s, Si Si

diferenciacién a las tres capas germinales

Formacion de teratomas en ratonesnude Si Si

Actividad de fosfatasa alcalina + +

Expresion de SSEA3/4, OCT4, NANOG, + +
SOX2, TRA 160

Capacidad de crecimiento independiente Si Si

de una capanutricia

Actividad de Telomerasa Si Si

Cariotipo estable, idéntico al de las Si Si

células parentales

Tabla 10: Caracteristicas compartidas entre las CMEhy las CMPih.

2.2.1 Secuenciacion de Sanger: Presencia de la mutacion PSEN1
(NM_000021.4) c.356C>T
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En primer lugar, nos aseguramos haber realizado el proceso de reprogramacion
de los fibroblastos correctos, garantizando el no haber cometido erroresmetodolégicos
ni que, por el procedimiento de reprogramacion, se haya perdido o modificado la
mutacién. Para ello, se extrajo muestra de material gendmico completo de cada una de
las lineas obtenidas, se amplific laregién que contiene el exdbn 5 PSEN1 EX 5Fw y
PSEN1 EX 5Rev. Materiales y métodos, seccién PCR a tiempo final)y alrededores y se
realiz6 una secuenciacion por el método de Sange(Figura 39).
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Figura 39. Analisis de la secuencia  de la region de la mutacién en el ex6n 5 en las lineas CMPih
generadas. Secuencias mutadas en heterocigosis (C>T) en el ex6n 5 del gen de PSENL1 para las lineas

FFAD1.1c{A) , FFAD1.2c4(B) y FFAD1.2c§C) . El asterisco marca la base que se encuentra modificada
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Como puede observarse en la figura39, los tres clones mantuvieron la mutacién
¢.356C>T en el exdén 5 del gen dPSEN] lo que nos permiti6 avanzar con el resto del

analisis.
2.2.2 Morfologia celular

Una de las maneras de cultivarin vitro CMPih esen co-cultivo con fibroblastos
murinos embrionarios irradiados (MEFi por sus siglas en inglés. Irradiated Murine
Embryonic Fibroblasts ). En estos casos, sebservaque las CMPih se agrupan formando
colonias de forma redondeada y bordes definidos y que, a nivel celular, las CMPih
presenten una relacion nucleo/citoplasma.

Como puede observarse en la figurad0, cuando fueron cultivados en una placa
con MEFi, los clones se observaron comocolonias compactas, redondeadas,de bordes
definidos, que fueron rodeadas por MEFi las cuales soportan y mantienen el estado
indiferenciado de las CMPih.

FFAD1.1 FFAD1.2c4  FFAD1.2c8

Figura 40. Morfologia de las colonia s de los clones en co -cultivo sobre MEFi . Se muestran
iméagenes representativas de campo claro de las colonias de los diferentes clones obtenidos, cultivados sobre
una capa nutricia de MEFi con medio hES.La linea de escala representa 20 pum.

El cultivo in vitro de células madre pluripotentes, tanto de CMEh como CMPih,
debe ser cuidadoso y preciso ya que, por su capacidad pluripotente, la presencia de
morfégenos especificos o cambios en las condiciones de cultivo (como pueden ser el
porcentaje de CQ utilizado o la temperatura de cultivo) son capaces de inducir la
diferenciacion de estas células.

A su vez, considerando su potencial uso en medicina regenerativa, el cultivo de
las CMPih en condicionesfeeder free, es decir sin el cacultivo sobre la capa nutricia de
origen murino, es importante para evitar el rechazo por parte de los pacientes en terapias
de reemplazo y para evitar la posible contaminacion con patégenos de origen animal. En
los ultimos afios se handesarrollado multiples medios de cultivo totalmente definidos
gue permiten sostener el estado indiferenciado de la CMPit?53. En este proyecto se utilizo

como medio de cultivo el medio mTSeR1, el cual esta formulado con componentes
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proteicos derivados de fuentes recombinantes o materia prima humana, de forma de
generar condiciones xeno-free2>4,

En dicho sentido, observamos unamorfologia y disposicion de colonia similar al
realizar el pasaje a cultivo feeder free, utilizando matrices extracelulares comerciales
(Geltrex) y medio de cultivo definido (mTeSR1) en el caso de los cloneEFAD1.2¢c4 y
FFAD1.2c8 (Figura 41). Al final del capitulo se discutird la omision del pasaje a medios
definidos de la linea FFAD1.2c1 (ver resultados parciales del capitulo 2).

FFAD1.2c4 FFAD1.2¢8

ok e

Figura 41. Morfologia de las colonia s de los clones en condiciones de cultivo feeder -free . Se
muestran imagenes representativas de campo claro de las colonias de los diferentes clones cultivadas sobre
una matriz extracelular comercial (Geltrex) con medio mTSeR1 La escalarepresenta 20 um.

Finalmente, es importante destacar que, a lo largo de los pasajesen medios
definidos, tanto la morfologia de las coloniascomo la elevada relaciénnucleo/ citoplasma
se mantuvieron (Figura 42A). En algunos casos, se presentarorocasionaleszonas de
diferenciacién, distinguibles por un cambio morfolégico de las células (figura 42B),
demostrando la pluripotencia de las colonias. Como se mencioné en materiales y
métodos, antes de realizar protocolos de diferenciacion dirigidos y para mantener el
estado indiferenciado general, se procedi6 a retirar las areas diferenciadas por

aspiracion.
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Figura 42. Morfologia de colonia s, estado indiferenciado y diferenciado. Se muestran imagenes
representativas de campo claro de las colonias de los diferentes clones cultivados sobre una matriz de Geltrex
con medio mTSeR1 A. Colonia compacta sin signos de diferenciacion.B. Borde de una colonia de CMPih
gue presenta signos de diferenciacion. La flecha indica las células que han iniciado un proceso de
diferenciacion. La escalarepresenta 20 um.

2.2.3 Actividad de la enzima fosfatasa alcalina

Una de las caracteristicas propias de lasCMPih es su capacidad intrinseca de
desfosforilar mdltiples sustratos debido a la alta expresion de un subgrupo de fosfatasas
alcalinas que se encuentran activas en el estado indiferenciado de las CMEh como asi
también de las CMPih142147

Evaluamos la actividad de fosfatasa alcalina utilizando un kit comercial (Sigma
Aldrich) y como se muestra en la figura 43, en los tres clones observamoselevada
actividad enzimética. A su vez, los FD parentales no presentaron actividad de dicha
enzima. Esta propiedad es intrinseca de lasCMPih generadas y no del método de cultivo

ya que seobservo tanto en co-cultivo sobre MEFi como en condicionesfeeder-free.

D i ADIICT

Figura 4 3. Ensayo de actividad de fosfatasa alcalina. Se muestran imagenes representativas de
campo claro de los fibroblastos dérmicos parentales (FD) y los diferentes clones en condiciones de ceultivo
sobre MEFi (FFAD1.1cl) o cultivadas en condicionedeeder-free (FFAD1.2c4 y FFAD1.2c8) tras realizar el
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ensayo de actividad de fosfatasa alcalina. Como se puede observar, ni en lo FD ni en los fibroblastos murinos
se observé actividad de fosfatasa alcalina. La escala representa 20 um.

2.2.4 Estudio de la expresion de marcadores de pluripotencia

Dentro de las caracteristicas principales de las CMPih se destaca la expresion de
marcadores clave en la manutencion del estado indiferenciado como son los factores de
transcripcion NANOG y OCT4, y las proteinas de membranaSSEA4 y TRAL 60. La
meticulosa evaluacion de estos marcadores es crucial para garantizar la pureza y calidad
de lasCMPih.

En particular, la expresion regulada deNANOG y OCT4 ha sido muy estudiada
en el campo de la embriologia ya que juegan un rol central en el mantenimiento de la
naturaleza pluripotente de las CMPih255, Estos factores de transcripcion activan genes
asociados al estado indiferenciado, mientras que reprimen genes asociados a la
determinacion de linajes celulares?s%. Por su parte, se ha demostrado que TRAKBO y
SSEA 4 son marcadores de linaje de CMEh y CMPi##".

Analizamos entonces los niveles de expresion de los transcriptos y de las
proteinas mencionadas anteriormente por RT-gPCR e inmunomarcacién con

anticuerpos especificos (Figuras 4 a 46).
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Figura 4 4. Deteccibn de marcadores de pluripotencia en el clon FFAD1.1cl. Deteccién por
inmunofluorescencia indirecta de los marcadores de pluripotencia OCT -4, NANOG, SSEA4, y TRA1-60. Las
células fueron cultivadas sobre Geltrex con medio definido mTeSR1. Los nlcleos celulares fueron tefiidos
con el intercalante DAPI. La escala representa 20pum.
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