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Del zigoto a la célula madre adulta

La formacion de una nueva vida conlleva un proceso enormemente complejo de mecanismos
celulares, moleculares y epigenéticos que actuan de forma coordinada permitiendo la generacién
y especificacién de los diferentes tipos celulares que conformaran al nuevo ser (Gilbert SF, 2000).
Tras la fecundacion, el zigoto se divide por un proceso conocido como segmentacién dando lugar
a nuevas células hijas llamadas blastomeros y formando una estructura conocida como mérula.
Todas estas células iniciales son totipotentes, es decir, capaces de formar cualquier tipo celular
del embridn y a los tejidos extraembrionarios. Tras estas primeras divisiones, los blastomeros se
reorganizan dejando un espacio interno, o blastocele, lo que da lugar a una estructura conocida
como blastula o blastocisto, en la cual se detecta una capa superficial o trofoblasto y un conjunto
de células mas interior que constituyen la masa celular interna (ICM), que seran las responsables
de la formacién del embridn. Las células de la ICM, también conocidas como células madre (SCs)
embrionarias (ESCs), tienen un potencial mas restringido, ya que no pueden generar tejidos
extraembrionarios y se consideran, por tanto, células pluripotentes (Chambers & Smith, 2004,
Surani, Hayashi, & Hajkova, 2007). A partir de este momento del desarrollo embrionario, las
células que se van generando inician procesos de especificaciéon perdiendo, de este modo, su
capacidad pluripotente para dar lugar a los diferentes tipos celulares especificos de tejido (Figura
1). Por lo tanto, las SCs, pueden ser clasificadas en funcién de su potencial de desarrollo como
totipotentes (capaces de formar todos los tipos celulares embrionarios y extraembrionarios),
pluripotentes (capaces de formar los tipos celulares de cualquier capa embrionaria),
multipotentes (capaces de formar un subconjunto de linajes celulares, normalmente especificos
de tejido) y unipotentes (capaces de dar lugar a un Unico tipo celular diferenciado maduro) (Figura

1) (Sobhani et al., 2017).

Las SCs especificas de tejido permanecen indiferenciadas en el organismo adulto,
manteniendo la capacidad de auto-renovacion y de formacion de los diferentes tipos celulares
restringidos que conforman el tejido en el que residen (Cheung & Rando, 2013; Wagers &
Weissman, 2004). Estas células son clave para la homeostasis tisular y, generalmente, se
mantienen en un estado inactivo o quiescente hasta que se activan para contribuir al aporte
celular de dicho tejido o para su reparacion en caso de dafio (Bonfanti, 2013; Schwartz & Rhiner,
2018). Por ello, entender los procesos intrinsecos y las interacciones que establecen las SCs con
su microambiente especializado, también conocido como “nicho”, son imprescindibles para
comprender los procesos de auto-renovacion y diferenciacion, asi como sus implicaciones en

situaciones patoldgicas e incluso para su potencial uso en medicina regenerativa.



CELULAS MADRE CELULAS
Zlcoto BLASTOCISTO DE TEJIDO DIFERENCIADAS

Figura 1. Potencial de desarrollo de los distintos tipos de SCs. Tras la fecundacién se forma el zigoto, una
Unica célula con capacidad totipotente que dard lugar al desarrollo del embrién y de los tejidos
extraembrionarios. El zigoto comienza rondas de divisiéon que dan lugar a la formacién de una estructura
conocida como blastocisto, el cual contiene las células de la masa celular interna (ICM) responsables de la
formacion del tejido embrionario y por tanto, con capacidad pluripotente. Estas células, también conocidas
como células madre embrionarias (ESCs), forman las tres capas germinales que conforman los tejidos del
animal adulto. Estos tejidos contienen SCs adultas de tejido implicadas en la regeneracion y homeostasis
de dichos tejidos gracias a su capacidad de auto-renovacion y diferenciacién en células especificas del
tejido, como por ejemplo las células madre neurales (NSCs) localizadas en el cerebro adulto capaces de
formar células especializadas: neuronas, astrocitos y oligodendrocitos.

SCs neurales y neurogénesis adulta en mamiferos

La presencia de SCs somaticas ha sido descrita en la mayoria de tejidos adultos incluyendo la
sangre, la piel, el intestino, el tracto respiratorio, los testiculos o el musculo (Becker, Mc, & Till,
1963; Jliang et al., 2002; Qu-Petersen et al., 2002; Toma et al., 2001; Umar, 2010). Aunque durante
décadas se considerd que en el sistema nervioso central (SNC) no se producia renovacion celular,
en los afios 60, Joseph Altman propuso la existencia de células precursoras no diferenciadas en
el cerebro adulto de mamiferos que serian capaces de formar nuevas neuronas (Altman, 1962).
La existencia de produccién de nuevas neuronas en el cerebro de los mamiferos, primero
roedoresy luego primates, incluyendo la especie humana, se demostré en las décadas siguientes
(Kempermann, Song, & Gage, 2015). La neurogénesis adulta es el proceso de formaciéon de
nuevas neuronas a partir de SCs neurales (NSCs) presentes en ubicaciones especificas del cerebro
postnatal. Este proceso estd restringido a dos regiones en el cerebro de los mamiferos adultos: Ia
zona subventricular (SVZ) en la pared de los ventriculos laterales, y la zona subgranular en el giro
dentado (DG) del hipocampo (SGZ) (Figura 2) (Kempermann et al., 2015; Lim & Alvarez-Buylla,
2014).

La SVZ es el nicho neurogénico mas activo en roedores, estd ubicado inmediatamente
adyacente a la capa de células ependimarias que limita los ventriculos laterales y contiene NSCs
llamadas células B1 que comparten caracteristicas con los astrocitos debido a su origen glial. Por

ello, las NSCs expresan marcadores como la proteina fibrilar acidica glial (GFAP) o el transportador
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de aspartato-glutamato especifico de astrocitos (GLAST), pero también Nestina, la proteina
cerebral de unién a lipidos (BLBP) o Sox2, marcadores presentes también en las células de la glia
radial (RG) embrionaria (Giachino et al., 2014; Lagace et al., 2007; Merkle, Tramontin, Garcia-
Verdugo, & Alvarez-Buylla, 2004). Ademas, las NSCs tipo B1 presentan una morfologia bipolar
similar a las células de la RG, con un proceso apical que se intercala entre las células ependimarias,
y que acaba en un cilio primario inmerso en el liquido cefalorraquideo (CSF) de los ventriculos
laterales. Asi, los finos procesos apicales de una o varias NSCs aparecen rodeados por una roseta
de células ependimarias que forman una estructura conocida como molinillo o “pinwheel”
(Mirzadeh, Merkle, Soriano-Navarro, Garcia-Verdugo, & Alvarez-Buylla, 2008). El proceso basal
de las NSCs contacta con los vasos sanguineos que irrigan la zona (Tavazoie et al., 2008) (Figura
2). Las NSCs B1 dan lugar a progenitores neurales de alta tasa de proliferacion llamados células
tipo C. Estos a su vez, generan neuroblastos o células tipo A que expresan el marcador
doblecortina (DCX). Estas células migran por el camino migrador rostral o RMS hasta alcanzar el
bulbo olfatorio (OB) donde maduran como interneuronas que se integran en los circuitos
cerebrales de la zona (Figura 2) (Ghosh, 2019; Ming & Song, 2011; Obernier & Alvarez-Buylla,
2019; Varela-Nallar & Inestrosa, 2013; C. Zhao, Deng, & Gage, 2008). Las NSCs de la SVZ también
son capaces de generar oligodendroblastos que migran al cuerpo calloso (CC) y al estriado donde
se diferencian en oligodendrocitos maduros, aunque este proceso ocurre de forma menos

frecuente (Menn et al., 2006; Sohn et al., 2015).

En la zona subgranular (SGZ) del DG del hipocampo, las NSCs son conocidas como células
radiales o tipo | y son responsables de la formacién de los progenitores neurales también
llamados tipo Il que, a su vez, generan neuroblastos o células tipo lll. Estos neuroblastos migran
a la capa granular donde las nuevas neuronas inmaduras se diferencian en células granulares que
extienden sus proyecciones dendriticas hacia la capa molecular y su axén a la regién CA3 de la
estructura hipocampica (Figura 2) (Ghosh, 2019; van Praag et al., 2002; Varela-Nallar & Inestrosa,

2013; C. Zhao, Teng, Summers, Ming, & Gage, 2006).
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Figura 2. Nichos neurogénicos en el cerebro adulto de mamiferos. Representacion de los dos nichos
neurogénicos presentes en el cerebro adulto de roedores: zona subventricular (SVZ) y zona subgranular
(SGZ) en el giro dentado (DG) del hipocampo, donde se localizan las NSCs y sus progenitores, responsables
de la formacion de nuevas neuronas. En la SVZ, las NSCs tipo B1 dan lugar a las células tipo C que proliferan
y forman neuroblastos o células tipo A que migran por el camino migrador rostral o RMS hasta el bulbo
olfatorio (OB) donde se diferencian terminalmente en interneuronas. En la SGZ, las células madre tipo | dan
lugar a precursores tipo Il, que a su vez forman neuroblastos o células tipo Il para dar lugar a neuronas
inmaduras que formaran las células granulares.

Aunque las NSCs de los dos nichos neurogénicos adultos tienen su origen en la RG
embrionaria, el desarrollo de estas sigue distintos cronogramas (Ghosh, 2019). Las NSCs adultas
de la SVZ provienen de la RG que se divide durante el periodo embrionario E13,5 — E15,5 y se
mantiene relativamente quiescente hasta edades postnatales (Fuentealba et al., 2015; Furutachi
et al., 2015) (Figura 3). En cambio, el origen de las NSCs adultas de la SGZ es mas incierto. Las
NSCs de esta regidn se forman al final de la gestacion, y las células aqui localizadas se dividen para
dar lugar a las NSCs adultas (G. Li, Fang, Fernandez, & Pleasure, 2013). Sin embargo, Nicola Z et
al. observaron la presencia de células positivas para marcadores de NSCs y progenitores que
situaban una zona germinal en la SGZ que aparecia en los dias postnatales P7-14 (Figura 3) (Z.
Nicola, Fabel, & Kempermann, 2015). Recientemente se ha descrito la presencia de células que
expresan el marcador Hopx que permite marcar las NSCs adultas del DG, pero también
precursores del neuroepitelio en E11,5 y en el DG primitivo, sugiriendo un precursor neural
especificado desde estadios embrionarios tempranos responsable del proceso de neurogénesis

en la SGZ (Berg et al., 2019) (Figura 3).
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Figura 3. Origen embrionario de las NSCs adultas en la SVZ y la SGZ en mamiferos. Esquema de la formacién
de las NSCs adultas desde su origen embrionario. Las NSCs procedentes de la SVZ se originan a partir de las
células neuroepiteliales, situadas adyacentes al ventriculo. Estas células forman proyecciones basales por
las cuales migran los neuroblastos recién formados. Este primer proceso de neurogénesis tiene lugar a la
edad embrionaria comprendida entre E13,5-E15,5. Durante el desarrollo, ademas de la formacién de
nuevas neuronas, las células madre, denominadas células de la glial radial (RG), también inician procesos
de gliogénesis. Las RGs son las células que daran lugar a las NSCs adultas o células tipo B1 en el adulto (P60),
que se dividiran en progenitores de rapida amplificaciéon o células tipo C que, a su vez, formaran neuronas,
a partir de los neuroblastos, pero también, células de la glia, como son los astrocitos y los oligodendrocitos.
En el caso de la formacién de las NSCs adultas de la SGZ, el establecimiento del giro dentado (DG) y de la
SGZ se produce al dia postnatal 14 (P14), pero su origen procede en el neuroepitelio dentado donde se
encuentran las células neuroepiteliales responsables de la generacién de NSCs adultas o tipo glia radial (o
tipo 1) en la SGZ. Las NSCs de la SGZ daran lugar a las neuronas granulares, que se integraran en el DG, a
través de la formacién de progenitores intermedios llamados precursores tipo Il.

La mayor parte de los conocimientos que tenemos sobre la capacidad de auto-renovacién y
diferenciacién de las NSCs han sido basados en el comportamiento de estas células tras su
aislamiento y cultivo in vitro, debido a la falta de marcadores Unicos y decisivos que las identifique
(Ming & Song, 2011). La posibilidad de cultivar estas células in vitro fue mostrada por primera vez
a partir de la diseccion del parénquima estriatal y la SVZ de ratones jévenes, obteniéndose

cultivos celulares en suspension en medio sin suero y en presencia del factor de crecimiento



epidérmico EGF, que crecian en forma de agregados que se denominaron neuroesferas (Reynols
BA y Weiss S, 1992). Estos agregados podian ser disociados y subcultivados de nuevo en las
mismas condiciones, permitiendo la formacién de nuevas esferas, denominadas neuroesferas
secundarias, y la propagacion del cultivo. En condiciones adherentes y tras la retirada de los
mitdgenos, estas neuroesferas generaban células diferenciadas de los tres linajes caracteristcos
del SNC, astrocitos, neuronas y oligodendrocitos, demostrando asi su capacidad multipotente
(Reynolds & Weiss, 1992). Los cultivos de neuroesferas han sido ampliamente utilizados
(Belenguer, Domingo-Muelas, Ferron, Morante-Redolat, & Farinas, 2016; Bull & Bartlett, 2005;
Ferron et al., 2007; S. Wang et al., 2020) y han aportado una herramienta clave para el estudio
de los mecanismos que regulan la actividad de las NSCs, tanto en condiciones fisioldgicas como

patoldgicas.

Estudios mas recientes han permitido el desarrollo de estrategias para la identificacién de las
NSCs a través de la expresion de combinaciones de marcadores de membrana mediante la
implementacion de la tecnologia de “seleccion de células activadas por fluorescencia” o FACS.
Esta herramienta no solamente ha permitido la identificacidn y discriminacion de las NSCs y sus
progenitores, sino también de sus distintos estados de activacidn, posibilitando la identificacién
de una poblacidon de NSCs quiescentes (gNSCs) y otra de activadas (aNSCs), que difieren
transcripcional y fenotipicamente (Basak et al., 2018; Belenguer et al., 2020; Codega et al., 2014;
Dulken, Leeman, Boutet, Hebestreit, & Brunet, 2017; Llorens-Bobadilla et al., 2015; Mich et al.,
2014; Morizur et al., 2018; Pastrana, Cheng, & Doetsch, 2009). Las NSCs quiescentes adultas
tendrian su origen durante el desarrollo embrionario y permanecerian en este estado de
guiescencia hasta su activacion en el organismo adulto (Fuentealba et al., 2015; Furutachi et al.,
2015). Ademas, se ha detectado un estado intermedio, denominado “primed” (pNSCs), de células
guiescentes pero con propensién a la activacion (Belenguer et al., 2020; Llorens-Bobadilla et al.,

2015).

Regulacion epigenética de la neurogénesis adulta

La neurogénesis adulta es un proceso dindmico que se regula por factores intrinsecos y
extrinsecos con el fin de mantener un balance adecuado entre la auto-renovacién vy la capacidad
de generar progenie diferenciada (Gage, 2000; Lim & Alvarez-Buylla, 2016; Ming & Song, 2011;
Varela-Nallar & Inestrosa, 2013). Por ejemplo, sefiales extracelulares procedentes del nicho,
como los morfégenos Notch, Wnt o Shh activan cascadas de sefializacion intracelulares
involucradas en el proceso de neurogénesis (Bond, Ming, & Song, 2015; Obernier & Alvarez-

Buylla, 2019; Varela-Nallar & Inestrosa, 2013). También reguladores del ciclo celular y factores



transcripcionales se han descrito como mecanismos intrinsecos cruciales en la regulacién de la
neurogénesis adulta (Ming & Song, 2011; C. Zhao et al.,, 2008). Por ejemplo, |a delecion del factor
transcripcional Sox2 causa la disminucidon de la poblacién de NSCs (Ferri et al., 2004),

representando un factor clave en la regulacion de las NSCs adultas (Shimozaki, 2014).

Los mecanismos epigenéticos son también clave en la regulacion del proceso de
neurogénesis. Las modificaciones epigenéticas consisten en los cambios heredables en la funcion
génica que no implican alteraciones en la secuencia de DNA (Bird, 2007; Jaenisch & Bird, 2003),
pero que modulan la expresién génica mediante cambios directos en la estructura de la cromatina
o generando lugares de union para el acceso a la cromatina de factores transcripcionales (Ordog,
Syed, Hayashi, & Asuzu, 2012). EI DNA se organiza en forma de cromatina que se enrolla alrededor
de un nucleo de histonas, conformando estructuras llamadas nucleosomas (Figura 4A). Los
mecanismos epigenéticos actlan sobre estas estructuras mediante modificaciones quimicas en
las colas de las histonas, como la acetilacidn, metilacion, fosforilacion y ubiquitinacion (Figura 4A),
o del DNA, como la metilacién y la hidroximetilacién (Figura 4A, B) y los RNAs no codificantes
((Kaikkonen, Lam, & Glass, 2011; Ming & Song, 2011)). Estos mecanismos epigenéticos
interaccionan entre ellos con el fin de generar un sistema robusto de control que permite
mantener la identidad celular (Bird, 2007; Montalban-Loro, Domingo-Muelas, Bizy, & Ferron,

2015; Yao et al.,, 2016).

La metilacién del DNA es uno de los mecanismos epigenéticos mas comunes en la regulacién
de la expresion génica e implica la transferencia de un grupo metilo de forma covalente al
carbono (C) 5 del anillo de pirimidina de la citosina, dando lugar a la forma 5-metilcitosina o 5mC
(Figura 4B) (Fitzsimons et al., 2014; Jin, Li, & Robertson, 2011). Aunque esta reaccién puede ser
producida en cualquier citosina del genoma, en los mamiferos, el 98% de la metilacién del DNA
ocurre en las llamadas islas CpG (Jin et al., 2011) y generalmente se asocia con la represién de la
expresién génica (Fitzsimons et al., 2014). Las enzimas encargadas de mediar la reaccién de
metilacion son las DNA metiltransferasas (DNMTs) (Figura 4B). En concreto, la DNMT1 estd
implicada en el mantenimiento de la metilacién del DNA tras el proceso de replicacion, en el cual
la hebra recién sintetizada debe ser metilada. La enzima DNMT1 reconoce el DNA hemi-metilado
y de esta forma, se asegura de mantener las marcas de metilacion en el nuevo DNA sintetizado
(Fitzsimons et al., 2014; Kohli & Zhang, 2013). Por otro lado, la metilacidon de novo ocurre gracias
alas enzimas DNMT3A y DNMT3B, utilizando la DNMT3L como co-factor en el proceso (Figura 4B)
(Jinetal, 2011; Lozano-Urena, Montalban-Loro, Ferguson-Smith, & Ferron, 2017). Estas enzimas

DNMTs se encuentran altamente expresadas en las NSCs postnatales y estan implicadas en el



proceso de neurogénesis y la maduracion neuronal (Feng et al., 2010; Fitzsimons et al., 2014;

Lozano-Urena et al., 2017; Okano, Bell, Haber, & Li, 1999; H. Wu et al., 2010).

La desmetilacién del DNA también juega un papel clave en la regulacion génica durante el
desarrollo y puede producirse de forma pasiva o de forma activa (X. Wu & Zhang, 2017). La
desmetilacién pasiva hace referencia a la pérdida de las marcas de metilaciéon debido al proceso
de replicacién en ausencia de la maquinaria de mantenimiento de la metilacién (Kohli & Zhang,
2013). En cambio, la desmetilacién activa del DNA implica la eliminacién del grupo metilo y es
catalizada por enzimas (X. Wu & Zhang, 2017). Este proceso requiere de un primer paso de
oxidacién del grupo metilo, transformandolo en el grupo 5-hidroximetilado o 5hmC (Figura 4B).
Si bien este grupo es considerado un intermediario del proceso de desmetilacién activa, por si
mismo el 5hmC actla también como marca epigenética importante (Fitzsimons et al., 2014; van
den Hove, Chouliaras, & Rutten, 2012). De hecho, los niveles de 5hmC en el cerebro son mayores
con respecto a otros tejidos y estan implicados en el proceso de neurogénesis (Fitzsimons et al.,
2014; Hahn et al., 2013; Montalban-Loro et al., 2019). La oxidacion del grupo 5mC estd catalizada
por las enzimas dioxigenasas TET, que tras la formacion de 5hmC, contindan oxidando dando
lugar al grupo 5-formilcitosina (5fC) y posteriormente al grupo 5-carboxilcitosina (5caC) (Figura
4B) (S. Ito et al., 2011). En mamiferos existen tres miembros de la familia TET: TET1, TET2 y TET3,
todos ellos implicados en la reaccién de oxidacién del grupo 5mC (S. Ito et al., 2011; X. Wu &
Zhang, 2017). Mientras que los niveles de expresiéon de Tetl y Tet2 son elevados durante el
embrion en ratones, Unicamente Tet3 mantiene sus niveles altos en el adulto (Montalban-Loro
etal., 2019). Finalmente actla la enzima timidina DNA glicosilasa o TDG, proteina implicada en la
reparacion del DNA (Cortazar, Kunz, Saito, Steinacher, & Schar, 2007; Kohli & Zhang, 2013), la
cual escinde mediante decarboxilacion la base modificada 5caC para ser sustituida por una nueva

citosina no metilada (Cortellino et al., 2011) (Figura 4B).

Se ha relacionado a las enzimas TET con el estado de pluripotencia en el blastocisto y las ESCs
mediante la hipometilacion de regiones reguladoras clave (S. Ito et al., 2011; Koh et al,, 2011).
Ademas, los niveles de 5hmC del DNA son altos en las ESCs, en etapas tempranas del embriény
en el cerebro adulto, sugiriendo un papel relevante de estas enzimas durante dichos procesos (S.
ltoetal., 2011). De hecho, los niveles de expresidn de Tet3 son altos en NSCs adultas, participando
en la funcion de estas células y el proceso de neurogénesis en el cerebro adulto (Montalban-Loro
et al., 2019). Ademads, cabe destacar que el proceso de desmetilacién del DNA es también crucial
en el cancer, ya que la hipometilacion global del genoma es uno de los eventos clave en el

desarrollo de un proceso maligno (ver apartado 6.5) (Jin et al., 2011).
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Figura 4. Mecanismos epigenéticos de regulacién génica. A) EI DNA se encuentra estructurado y compactado
en forma de cromatina mediante complejos llamados nucleosomas. Estos nucleosomas estan formados
por 8 histonas, alrededor de las cuales se enrolla la hélice de DNA. En el extremo N-terminal de las histonas
se producen las modificaciones postraduccionales que las regulan como son las metilaciones, las
acetilaciones, las fosforilaciones o las ubiquitinaciones. B) Esquema del ciclo de metilacién/desmetilacion
del DNA. El carbono 5 de la citosina puede ser metilado por las enzimas DNMTs, DNMT3A/DNMT3L y
DNMT3B (metilacién de novo) y DNMT1 (mantenimiento de la metilaciéon) dando lugar al grupo 5-
metilcitosina (5mC). La desmetilacién activa del DNA implica a las enzimas TET1, TET2 y TET3 que catalizan
la oxidacion del grupo metilo formando el grupo 5hmC, que a su vez puede ser oxidado a las formas 5-
formilcitosina (5fC) o 5-carboxilcitosina (5caC) por estas mismas enzimas. El paso final de eliminacién de la
modificacion de la citosina esta catalizado por la enzima TDG.

Impronta genémica y regulacion de la dosis génica

En los mamiferos, la mayoria de genes se encuentran expresados a partir de ambos alelos. Sin
embargo, existe un pequefio porcentaje de genes cuya expresion procede Unicamente del alelo
materno o del alelo paterno, resultando en una expresién monoalélica (Figura 5A) (Ferguson-
Smith, 2011; Ishida & Moore, 2013). En el genoma de mamiferos, se han descrito

aproximadamente 150 de estos genes, llamados genes improntados, (lista completa en
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http://www.mousebook.org/mousebook-catalogs/imprinting-resource) (Tucci, Isles, Kelsey,
Ferguson-Smith, & Erice Imprinting, 2019), y generalmente se encuentran agrupados en
“clusters”, aunque algunos de ellos estan presentes de forma aislada (Figura 6) (Barlow &
Bartolomei, 2014; Choi et al., 2005; Ferguson-Smith, 2011; Kagitani et al., 1997). Esta agrupacién
de los genes improntados permite una regulacion de forma conjunta de regiones situadas a gran
distancia en un mismo cromosoma a partir de un elemento comun de DNA conocido como regién
de control de impronta gendmica (ICR) (Abramowitz & Bartolomei, 2012; Dindot, Person,
Strivens, Garcia, & Beaudet, 2009). Las ICRs son regiones del DNA diferencialmente metiladas
(DMRs) situadas en ambos cromosomas parentales (Figura 5A) (Barlow & Bartolomei, 2014) y
pueden estar metiladas en el cromosoma heredado maternalmente o en el cromosoma paterno,
definiendo el patréon de expresion de los alelos improntados (Figura 5A). La delecion de estas
regiones reguladoras conlleva la pérdida de impronta gendmica en los genes situados en el cluster
bajo el control de la ICR mutada (Figura 5B). De esta forma, una mutacion de la ICR situada en el
cromosoma heredado paternalmente resulta en un patréon de expresion propio del alelo
materno, mientras que la mutacién del ICR materno resulta en un patrén de expresion propio del
alelo paterno (Figura 5B) (Barlow & Bartolomei, 2014; Ferguson-Smith, 2011; Lozano-Urena et al.,
2017).
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Figura 5. Los genes improntados son regulados por metilacidn en las regiones de control de impronta (ICR).
A) Las células somaticas en mamiferos presentan un cromosoma heredado maternalmente (verde) y un
cromosoma heredado paternalmente (azul), de tal manera que los genes no improntados se expresan o se
reprimen en ambos alelos; sin embargo, los genes improntados presentan una expresion monoalélica a
partir del alelo materno (A) o del alelo paterno (B), manteniéndose silenciado en el otro alelo. Este patrén
de expresion de los alelos improntados se regula mediante metilacién diferencial del DNA en una zona
concreta llamada regién de control de impronta gendmica (ICR) situado en ambos cromosomas, materno
y paterno. B) Las mutaciones en la regién ICR dan lugar a la pérdida de la impronta gendmica en los genes
improntados situados bajo la regulacion de la region ICR alterada. La mutacién en el alelo paterno da lugar
a un patron de expresion propio del alelo materno por lo que se produce la “maternalizacién” del alelo
paterno, mientras que la alteracion en la region de control en el alelo materno da lugar a la
“paternalizacion” del alelo materno.
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La impronta gendmica sigue un ciclo en tres pasos: establecimiento, mantenimiento y
borrado (Y. Li & Sasaki, 2011) (Figura 7). La impronta gendmica se establece en la linea germinal
siendo transmitida al zigoto y mantenida durante el desarrollo y la vida adulta del organismo
(Edwards & Ferguson-Smith, 2007). Durante la formacién del embridn, las células germinales
primordiales (PGCs), responsables de la formacion de los gametos, presentan el patron de
metilacion caracteristico de las células somaticas. Sin embargo, estas PGCs sufren un borrado de
las marcas epigenéticas que establecen la impronta genémica para permitir el re-establecimiento
de las nuevas marcas especificas del alelo parental, gracias a que el genoma maternoy el genoma
paterno se encuentran en compartimentos distintos (Hajkova et al., 2002; Leitch et al., 2013;
Lozano-Urena et al., 2017). De esta manera, se pueden llevar a cabo estas modificaciones en
funcion del sexo del que procede el gameto (Figura 7). Las marcas de metilacion que se establecen
en los gametos son colocadas por la metiltransferasa DNMT3A mediante un proceso de
metilacion de novo, junto con el co-factor DNMT3L (Bourc'his, Xu, Lin, Bollman, & Bestor, 2001;
Hata, Okano, Lei, & Li, 2002; Kaneda et al., 2004; Lozano-Urena et al., 2017). Tras la fecundacion,
se produce una reprogramacion del genoma que elimina la mayor parte de las marcas
epigenéticas heredadas, de manera que las marcas de metilaciéon desaparecen (Smallwood &
Kelsey, 2012). Esta desmetilacién masiva que ocurre tras la fecundacién estd mediada por TET3
en el caso del genoma paterno, mientras que en el genoma materno la desmetilacion pasiva seria
la responsable del proceso de reprogramacion epigenético (Gu et al., 2011). No obstante, las
marcas de impronta gendmica especificas deben ser mantenidasy transmitidas a las células hijas.
La enzima clave en el mantenimiento de estas marcas en este momento del desarrollo es la
proteina ZFP57 (Figura 7) (N. Takahashi, Tarumi, Itoh, & Ishizuka, 2015). Posteriormente, es la
enzima DNMT1 la molécula implicada en mantener las marcas de impronta gendmica tras la
division de las células somaticas, preservando las marcas epigenéticas en ambas células hijas. Esto
es posible gracias al reconocimiento del nuevo DNA hemi-metilado, de tal manera, que la enzima

DNMT1 metila la nueva cadena replicada (Figura 7) (Goll & Bestor, 2005).

Por lo tanto, y dado que las marcas de metilacién en las DMRs de las regiones de impronta
gendmica se producen durante la formacién de los gametos, estas DMRs son denominadas como
DMRs germinales o gDMR (Figura 8). Sin embargo, existen DMRs denominadas somaticas o
secundarias (sSDMR) que también estan implicadas en la regulacion de la expresion de genes
improntados, y estas adquieren las marcas de metilacion tras la fecundacién (Figura 8) (Edwards

& Ferguson-Smith, 2007).
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Figura 7. Establecimiento y mantenimiento de la impronta gendmica durante el desarrollo. Durante el
proceso de formacién del organismo, la metilacién se presenta como un proceso dinamico en el que el
DNA se metila y desmetila para regular la expresion génica. Las células sexuales o gametos contienen el
genoma del padre, espermatozoide, o de la madre, oocito, con las marcas de impronta gendmica
caracteristicas de cada sexo. Para ello, las células germinales primordiales de las génadas, que contienen
los cromosomas procedentes de la madre y del padre, sufren un borrado de las marcas de impronta
gendmica. En los gametos se procede a la metilacidon de novo para establecer las nuevas marcas
epigenéticas de manera especifica seguin el sexo. Esta metilacion es realizada por las DNA metiltransferasas
DNMT3A y DNMT3L. Tras la fecundacion, el zigoto, que contiene ambos genomas, se divide y sufre una
reprogramacion gendmica que elimina las marcas heredadas; sin embargo, la metilacion en las regiones de
control de impronta gendmica que identifica el origen materno o paterno del cromosoma, es mantenida
mediante la enzima ZFP57. La impronta gendmica es un proceso que debe ser mantenido en las células
somaticas durante el crecimiento y edad adulta del organismo, y esto es posible mediante la actividad de
la enzima DNA metiltransferasa DNMT1. No obstante, a pesar de que la alteracién de laimpronta gendmica
esta asociada a varias patologias, la pérdida de la impronta gendmica ocurre de forma no patolégica en
genes concretos de forma tejido-especifica en el organismo adulto, siendo necesaria para la funcién celular.

Las sDMRs dependen directamente de la presencia de la gDMR, de manera que estas ultimas
son necesarias para el establecimiento de la expresién monoalélica de los genes improntados,
mientras que las sSDMRs estan implicadas en el mantenimiento de laimpronta gendmica (Sutcliffe
et al,, 1994; Thorvaldsen, Duran, & Bartolomei, 1998; Williamson et al., 2006). Las gDMRs
maternas suelen encontrarse en las regiones promotoras de los genes, en cambio, las gDMRs
paternas son encontradas en regiones intergénicas (Edwards & Ferguson-Smith, 2007).

Curiosamente, la mayoria de las gDMRs descritas se encuentran metiladas en el alelo materno,
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mientras que Unicamente se han referenciado 4 DMRs metiladas en el cromosoma paterno (Y. Li

& Sasaki, 2011; Reik & Walter, 2001).
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Figura 8. DMRs germinales y somaticas en las regiones de impronta. Las gDMRs establecen las marcas de
metilacion durante la formacion de los gametos, mientras que las sSDMRs establecen dichas marcas tras la
fecundacion. Las sSDMRs regulan genes improntados concretos y dependen de las gDMRs, que regulan los
genesimprontados localizados dentro del cluster. En la figura se incluye un ejemplo de cluster regulado por
H19-1gf2 DMR, paternalmente metilada en el espermatozoide, y que contiene a su vez dos sDMRs
paternalmente metiladas que regulan la expresion de Igf2 y H19.

Los genes improntados se expresan principalmente durante el desarrollo embrionario y
disminuyen su expresion tras el nacimiento; sin embargo, también presentan una expresion
elevada en el cerebro adulto (Coan, Burton, & Ferguson-Smith, 2005; Wilkinson, Davies, & Isles,
2007). Debido a la expresién monoalélica de los genes improntados, las mutaciones o la pérdida
de impronta gendmica estan asociadas a diversas patologias como el cancer y enfermedades del
desarrollo (Cleaton, Edwards, & Ferguson-Smith, 2014; Eggermann et al., 2015; Ishida & Moore,
2013). Precisamente, debido a la elevada expresién de los genes improntados en placenta y
cerebro adulto, las alteraciones de la impronta gendmica dan lugar a sindromes congénitos que
afectan al desarrollo embrionario como el sindrome de Prader-Willi (PWS) o el sindrome de
Angelman (AS), y que se caracterizan por problemas neurolégicos, de comportamiento vy
aprendizaje (Hirasawa & Feil, 2010). Sin embargo, aunque las marcas epigenéticas de la impronta
gendmica son mantenidas durante la edad adulta, también se ha mostrado que este proceso
puede ser selectivamente “apagado” en algunos tipos celulares y/o momentos concretos del
desarrollo para activar el alelo que se encuentra silenciado (Ferron et al., 2011; Ferron et al.,,
2015) (Figura 7). Estos cambios en la impronta gendmica que ocurren de forma fisioldgica son

también clave para la correcta funcién y plasticidad celular.
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Los genes improntados han sido implicados en procesos clave del neurodesarrollo,
incluyendo la diferenciacién neural, la migracion y la supervivencia celular (Perez et al., 2015).
Por ejemplo, el gen improntado de expresién paterna DIk1, un ligando atipico de Notch, juega un
papel fundamental en la neurogénesis adulta, siendo ademas critica la expresion de ambos alelos
especificamente en las NSCs de la SVZ para una correcta neurogénesis al OB (Ferron et al., 2011).
Curiosamente, el apagado del proceso de impronta gendmica en el gen DIkl ocurre
postnatalmente (Ferron et al., 2011). El gen de expresidn paterna Igf2 es otro ejemplo de que el
estado de impronta se altera de forma fisioldgica en el organismo adulto para regular el proceso
de neurogénesis (Ferron et al., 2015; Lehtinen et al., 2011). IGF2 es un factor de nicho secretado
en la SVZ de forma paracrina por la vasculatura y el plexo coroideo, compartimentos donde pasa
a ser expresado de forma bialélica, para regular la funcidon normal de las NSCs (Ferron et al., 2015).
En cambio, el gen Igf2 permanece improntado en la SGZ (Ferron et al., 2015), mostrando la
estricta especificacion de este proceso de pérdida de impronta. La delecion del gen improntado
Cdknlc, de expresion materna, conduce al agotamiento de la poblacién de NSCs y con ello, al
descenso de la neurogénesis en el hipocampo durante el envejecimiento (Furutachi, Matsumoto,
Nakayama, & Gotoh, 2013). El gen Cdknlc, ademas, ha sido descrito como regulador negativo de
la oligodendrogénesis (Kremer et al., 2009). Precisamente este gen se encuentra regulado por
otro gen improntado de expresién paterna, Plagll, que estd altamente expresado en las NSCs
(Ho-Shing Oy Dulac C, 2019). También se requieren niveles altos de expresion del gen improntado
de expresién paterna Snrpn, el cual es regulado por la enzima TET3 en las NSCs adultas para
controlar la diferenciacion astrocitaria (Montalban-Loro et al., 2019). Todos estos estudios
demuestran la implicacion de los genes improntados y su estado de impronta en la regulacién de
las funciones en el cerebro adulto de mamiferos, incluyendo un proceso tan especifico y critico

como es la neurogénesis.

Reprogramacion celular y adquisicién de un estado pluripotente

La reprogramacion celular es el proceso de revertir células maduras especializadas en
toti/pluripotentes. La posibilidad de conseguirlo mediante la expresién controlada de un nimero
minimo de factores de transcripcién ha sido uno de los hitos mas revolucionarios de las Ultimas
dos décadas (Omole & Fakoya, 2018; K. Takahashi & Yamanaka, 2006). En 1962 se demostro el
primer ejemplo de reprogramacion mediante transferencia de nucleos de células somaticas
(SCNT) a oocitos enucleados, que conducia a la generacién de un embrion genéticamente
idéntico a la célula somatica donante, demostrando que su ntcleo mantenia toda la informacién

genética y que esta podia ser reprogramada al estado totipotente (Gurdon, 1962). El
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establecimiento de las lineas de ESCs a partir de blastocistos pre-implantacionales murinos (Evans
& Kaufman, 1981; Martin, 1981) y humanos (Thomson et al., 1998) resultdé fundamental para
entender la regulacion de la pluripotencialidad. Se demostrd que la fusion de células somaticas
con ESCs reprogramaba a las primeras a un estado de pluripotencia (Tada, Takahama, Abe,
Nakatsuji, & Tada, 2001). En 2006, Takahashi K y Yamanaka S demostraron que la mera
introduccién en células somaticas de un numero reducido de ciertos factores transcripcionales
era capaz de reprogramar células somaticas a células pluripotentes, denominadas células
pluripotentes inducidas (iPSCs) (K. Takahashi & Yamanaka, 2006, 2016). Un afio después de la
generacién de iPSCs murinas, consiguieron la reprogramacién a iPSCs humanas mediante estos
mismos factores (K. Takahashi et al., 2007). Los factores incluidos en lo que pasé a denominarse
coctel de Yamanaka eran Oct4, Sox2, KIf4 y c-Myc. Por ello, el uso del transgén policistrénico
OSKM es una de las estrategias mas utilizadas para la reprogramacion in vitro y también ha sido
usadoin vivo (Abad et al., 2013; Ofenbauer & Tursun, 2019; Omole & Fakoya, 2018). Otro estudio
demostro la generacion de iPSCs humanas también mediante 4 factores, pero variando dos de
ellos: Oct4, Sox2, Nanog y Lin 28 (Yu et al., 2007). Y mas aun, la reprogramacion celular inducida
ha sido demostrada con el uso Unicamente de dos de los factores en fibroblastos fetales de ratdn
(MEFs) y NSCs (Hester et al., 2011; Nemajerova, Kim, Petrenko, & Moll, 2012), o incluso con un
Unico factor, Oct4, en el caso de los MEFs y células papilares de la dermis y NSCs (Hammachi et
al, 2012;J).B.Kimetal., 2009; Y. Lietal., 2011; Yuan et al.,, 2011; S. Zhu et al., 2010). Los estudios
que demostraban la naturaleza reversible de los procesos de restricciéon del potencial de
desarrollo en las células (Figura 9) les valieron el Premio Nobel de Medicina en 2012 a John
Gurdon y Shinya Yamanaka, y supusieron un avance clave en el campo de la medicina
regenerativa, pero también en el estudio de los procesos que ocurren durante el desarrollo y que

permiten la especificacion celular.

Obtencion de ESCs
humanas
Thomson et al.

eneracion de iPSCs
murinas mediante
OSKM

Jakahashi y Yamanakz

Clonaje en rana
mediante SCNT
Jonh Gurdon

1962

Obtencion de ESCs eneracion de iPSCs

murinas humanas mediante
Evans y Kaufman, Expresion de genes OSKMy OSNL
Martin Takahashi et al.

pluripotentes mediante
fusion de células
somaticas y ESCs
Tada et al.

Yu et al.

17



Figura 9. Cronologia de los principales descubrimientos en la reprogramacion celular. Eventos mas
significativos que llevaron a la generacién de iPSCs. SCNT: transferencia nuclear de células somaticas, ESCs:
células madre embrionarias, iPSCs: células madre pluripotentes inducidas, OSKM: Oct4, Sox2, KIf4y c-Myc,
OSNL: Oct4, Sox2, Nanog y Lin 28. Imagen adaptada de Omole AE y Fakoya, 2018.

Las iPSCs, al igual que las ESCs, pueden ser cultivadas in vitro en condiciones especificas para
mantener sus propiedades de pluripotencia y auto-renovacién. Uno de los factores clave para el
cultivo y mantenimiento de estas células es el factor inhibidor de la leucemia o LIF, critico para el
proceso de auto-renovacion (Hirai, Karian, & Kikyo, 2011; Smith et al., 1988; Williams et al., 1988).
Sin embargo, la presencia de LIF en medio sin suero, aunque esencial, no es suficiente para
mantener la pluripotencialidad, por lo que se necesita la adicién de suero ademas de inhibidores
de la via de sefializacién MAPK/Erk y de la quinasa gliocégeno sintasa 3 (GSK3) (medio 2i) que
bloguean la diferenciacién de las células pluripotentes (Silva et al., 2008; Sim et al., 2017; Ying,

Stavridis, Griffiths, Li, & Smith, 2003).

Existen distintos marcadores caracteristicos de las células pluripotentes, como son los
factores de transcripcion Oct4, Sox2 o Nanog, implicados en el silenciamiento de genes asociados
a la diferenciacién (Kashyap et al., 2009). Nanog es un factor transcripcional que regula el
mantenimiento del estado pluripotente de las ESCs murinas al actuar como represor de genes
implicados en diferenciacion (Chambers et al., 2003; Shi et al., 2006), siendo el principal factor en
el mantenimiento de la pluripotencia de la ICM in vivo (Allouba, EIGuindy, Krishnamoorthy,
Yacoub, & Aguib, 2015). Nanog se une al promotor de otro gen de pluripotencia, Rex1, y activa
su transcripcién (M. Y. Son, Choi, Han, & Cho, 2013). Rex1, también conocido como Zfp42, es un
marcador del estado pluripotente y es requerido para el mantenimiento de la auto-renovacién y
del potencial de diferenciacion (Meek et al., 2020; M. Y. Son et al., 2013). SSEA1 o CD15 es una
molécula expresada en las ESCs murinas y en las iPSCs que comienza a expresarse en etapas
tempranas durante la adquisicion de la pluripotencia (Teshigawara, Cho, Kameda, & Tada, 2017).
De hecho, la expresidon de marcadores de pluripotencia sigue un patrén de eventos secuenciales
gue comienza con la aparicién de la actividad fosfatasa alcalina (AP), seguido de la expresién de
SSEAL. En este momento las células se encuentran en un estadio intermedio entre la célula
somdtica y la iPSC (Figura 10). La expresion de los genes Oct4 y Nanog enddgenos marca la
reprogramacion completa de la célula (Brambrink et al., 2008). Acompafiando al aumento de
expresion de Oct4 y Nanog se produce el silenciamiento progresivo de los genes exdgenos
utilizados para la induccion de la reprogramacion (Brambrink T et al. 2008; Teshigawara R et al.

2017).
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Figura 10. Eventos moleculares clave durante el proceso de reprogramacion celular. La reprogramacion
celular desde la célula somatica, como por ejemplo fibroblastos embrionarios de ratén (MEFs) o las NSCs,
conlleva una serie de eventos que ocurren de forma secuencial y que dan lugar a estados celulares
intermedios que expresan marcadores de pluripotencia (SSEA1 y AP o fosfatasa alcalina) hasta alcanzar el
estado de pluripotencia completo, dando lugar a las llamadas células madre pluripotentes inducidas
(iPSCs), en la cuales se produce la reactivaciéon del cromosoma X silenciado y la expresion de los marcadores
pluripotentes Nanog y Rex1. El proceso de reprogramacioén celular da lugar a cambios metabdlicos, como
el aumento de la proliferacion, y epigenéticos, como son la hipometilacién. Figura adaptada de David Ly
Polo JM, 2014.

La conversidn de las células somaticas a iPSCs implica el aumento en la expresién de genes
asociados a pluripotencia y, en consecuencia, la disminucion de la expresion de marcadores de
célula diferenciada (Brambrink et al., 2008). Por tanto, los eventos que tienen lugar durante el
proceso de reprogramacion mantienen el siguiente orden: activacion de la fosfatasa alcalina,
silenciamiento de la expresion especifica de genes somaticos, expresion del marcador SSEA1 y el
silenciamiento de los genes exdégenos junto con la expresion de los genes enddgenos Oct4 y

Nanog (Figura 10) (Teshigawara et al., 2017).

Todos estos eventos son posibles gracias a la actuacion de los mecanismos epigenéticos que
remodelan la cromatina para permitir la expresion o represion génica (Apostolou & Hochedlinger,
2013; Papp & Plath, 2013). Uno de los eventos llamativos en el proceso de adquisicién de la
pluripotencia es la reactivacion del cromosoma X silenciado. Las células somaticas de mamiferos
hembras, dotadas con dos cromosomas X, sufren una inactivacion de uno de los dos cromosomas
(XCI) como estrategia de compensacion de la dosis génica del cromosoma sexual entre hembras
y machos. Esta inactivacion se produce de forma aleatoria durante el desarrollo embrionario
temprano (Bar, Seaton, Weissbein, Eldar-Geva, & Benvenisty, 2019). Es tras la implantacién
cuando se produce la inactivacién del cromosoma X materno o paterno de forma aleatoria

(Cantone & Fisher, 2017). El cromosoma inactivado (Xi) expresa el RNA no-codificante Xist,
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molécula responsable de dicha inactivacion, mientras que el cromosoma X activo (Xa) expresa el
RNA antisentido Tsix (Cantone & Fisher, 2017), que reprime la expresién de Xist (J. T. Lee & Lu,
1999). La expresién de Xist esta regulada por los factores transcripcionales Oct4, Sox2 y Nanog
(Cantone & Fisher, 2017; Navarro et al., 2008; Ohhata & Wutz, 2013), por lo que las células
pluripotentes son capaces de regular a Xist reprimiendo su expresion y aumentando la expresion
de Tsix, y asi permitiendo la reactivacion del cromosoma Xi (Cantone & Fisher, 2017; Janiszewski
et al.,, 2019). Por ello, uno de los sucesos remarcables en el proceso de adquisicion de un estado
completo de pluripotencia es la reactivacion del cromosoma Xi en las células de animales hembra,
de manera que la célula pasa a presentar dos cromosomas X activos (XaXa) (Cantone & Fisher,

2017; Ohhata & Wutz, 2013; Pasque & Plath, 2015).

Una célula pluripotente se define por su capacidad de formar distintos tipos celulares
procedentes de las tres capas germinales, mesodermo, endodermo y ectodermo. El crecimiento
de las células pluripotentes en cuerpos embrioides (EBs) permite estudiar el potencial de
diferenciacion de estas células (Sheridan, Surampudi, & Rao, 2012). Para ello, se han desarrollado
métodos tanto para la generacién de células de tejidos especificos como para la diferenciacién
de forma estocastica hacia las tres capas germinales (Sheridan et al., 2012) demostrando ser una
estrategia muy Util para promover los pasos iniciales de diferenciacién (Bibel, Richter, Lacroix, &

Barde, 2007; Sheridan et al., 2012).

En la generacién de iPSCs se han utilizado tanto estrategias integrativas como no integrativas
(Omole & Fakoya, 2018). Los retrovirus han sido, por ejemplo, una de las herramientas mas
utilizadas para introducir los factores de reprogramacién y, aunque se trata de una metodologia
eficiente y relativamente sencilla, la reprogramacién completa a iPSCs conlleva el silenciamiento
de los genes exdgenos virales, y no siempre este silenciamiento es eficiente (Omole & Fakoya,
2018). También se han utilizado lentivirus que, al igual que los retrovirus, son capaces de
integrarse en el genoma (Blelloch, Venere, Yen, & Ramalho-Santos, 2007; Yu et al., 2007). No
obstante, uno de los aspectos que mas preocupan con el uso de vectores virales es la integracion
aleatoria del transgén con el consiguiente riesgo de mutaciones (Montini et al., 2009; Omole &
Fakoya, 2018). Por ello, se han desarrollado otras estrategias integrativas mediante vectores no
virales como el uso de liposomas, la electroporacion de DNA (Omole & Fakoya, 2018) o la
transfeccion de transposones piggybac co-transfectados con una transposasa. Si bien este
sistema evita el riesgo de mutagénesis, existen transposones endégenos sobre los cuales podria
actuar la enzima transposasa (Omole & Fakoya, 2018) y, ademas, los métodos no virales

presentan una menor eficiencia (Tabla 1).

20



Los sistemas no integrativos incluyen vectores virales como son los adenovirus (Stadtfeld,
Nagaya, Utikal, Weir, & Hochedlinger, 2008) o el virus Sendai (Fusaki, Ban, Nishiyama, Saeki, &
Hasegawa, 2009). En el caso de los adenovirus, la eficiencia es muy baja en comparacion a los
retrovirus o lentivirus, y ademas, requiere multiples infecciones (Omole & Fakoya, 2018). El virus
Sendai en cambio es un sistema eficiente pero la replicasa de RNA del sistema es muy sensible al
contenido de la secuencia transgénica y, al replicarse constitutivamente, la eliminacién del vector
es complicada (Fusaki et al., 2009; Omole & Fakoya, 2018). También existen sistemas no
integrativos no virales como pueden ser los vectores episomales, RNAs o proteinas; no obstante,
estos sistemas tienen una eficiencia baja con respecto a los integrativos y requieren
transfecciones repetidas para mantener los factores exdgenos activos (Omole & Fakoya, 2018)

(Tabla 1).

La creacion de vectores policistréonicos virales o no virales ha permitido la expresion de los
factores necesarios para la reprogramacién bajo el control de un Unico promotor aumentando de
esta forma la eficiencia de la reprogramacioén y reduciendo el riesgo de mutagénesis (Carey et al.,
2009; Omole & Fakoya, 2018). Ademas, se han desarrollado sistemas inducibles (con tetraciclina
o doxiciclina, por ejemplo) que permiten controlar la expresion de los factores in vivo, y por tanto,
el momento de la reprogramacion, reduciendo de esta forma los efectos del silenciamiento
ineficiente y la reactivacion del transgén (Omole & Fakoya, 2018). Por ejemplo, dicha
reprogramacion in vivo ya ha sido conseguida en ratones transgénicos mediante un sistema
inducible por doxiciclina que permite la expresién del transgén OSKM (Abad et al., 2013; Ohnishi
et al., 2014; Rodriguez-Matellan, Alcazar, Hernandez, Serrano, & Avila, 2020), y por otro grupo
utilizando células de la retina murina que reprograman a células progenitoras mediante fusion
celular (Sanges et al., 2013). El proceso de reprogramacién in vivo conlleva la formacion de
tumores en el organismo (Ofenbauer & Tursun, 2019; Srivastava & DeWitt, 2016), convirtiéndolo
en una herramienta atractiva para el estudio de la reprogramacién celular en el contexto del

cancer.
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Tabla 1. Sistemas de ) )
Eficiente y sencilla

reprogramacion  celular Retrovirus  Silenciamineto del transgen ineficiente
in vitro. Se han Mutagénesis

o Virales
desarrollado  distintos Eiicient i
. Lentivirus Iciente y sencilia
S|stem§:<, para la Kitilngdries
expresion de los factores SISTEMAS
‘s INTEGRATIVOS
de reprogramacion g
prog DNA: liposomas No mutagénesis
celular  que  pueden ) 0 electroporacion Menor eficiencia
integrarse o no en el No virales
genoma. Llas ventajas Nolagencols
. X Transposones Menor eficiencia
(verde) e inconvenientes Transposones endogenos
(rojo) de cada sistema
han sido indicadas. . NG ItiBgenesis
Adenovirus Eficiencia baja
. Multiples inyecciones
Virales e 2
No mutagénesis. Eficiente
Virus Sendai Dlficil eliminacion del vector
Sensible segun el transgen
SISTEMAS NO No mutagénesis
INTEGRATIVOS Vecores Eficiencia baja

episomales e ; :
P Multiples inyecciones

. No mutagénesis
No virales RNA Eficiencia baja
Multiples inyecciones

No mutagénesis
Proteina Eficiencia baja
Mdiltiples inyecciones

La reprogramacion de células somaticas a un estado pluripotente conlleva modificaciones
epigenéticas durante el proceso de reprogramacién. Estos cambios epigenéticos incluyen la
metilacion del DNA, la modificacidon de histonas vy la reactivacién del cromosoma X silenciado;
cambios que regulan la proliferacién, supervivencia, pluripotencia y diferenciacién celular
(Meissner, 2010). Mas concretamente, se ha descrito una pérdida variable de la impronta
gendmica (LOI) durante la reprogramacién a iPSCs (X. Li, Li, Yang, & Bai, 2019; Takikawa et al,,
2013). De hecho, los cambios en impronta gendmica han sido sugeridos como un posible
marcador para la pluripotencia (Do et al., 2009; M. J. Kim et al., 2013). Los genes improntados
cuyo estado de impronta se pierde mas comunmente en las iPSCs humanas son H19, IGF2, MEG3,
PEG3, PEG10y MEST (Bar, Schachter, Eldar-Geva, & Benvenisty, 2017; J. Kim, Bergmann, Choo, &
Stubbs, 2007; Ma et al., 2014, Perrera & Martello, 2019; Pick et al., 2009; Rugg-Gunn, Ferguson-
Smith, & Pedersen, 2005, 2007). Ejemplo del papel de los genes improntados en el proceso de
reprogramacion son los ratones deficientes en el gen improntado Peg3 que muestran una mayor
expresion de genes de pluripotencia en ESCs y una mejora de la eficiencia en la reprogramacion
tanto a partir de MEFs como de NSCs (Theka, Sottile, Aulicino, Garcia, & Cosma, 2017). También
el estado de impronta del cluster DIk1-Dio3 situado en el cromosoma 12 de ratdn, se ha descrito

como posible marcador del estado de pluripotencia debido a su frecuente alteracién en las iPSCs
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(X. Li etal, 2019; Y. Li et al., 2011). La expresidon monoalélica de estos genes improntados estd
regulada por los niveles de metilacién de sus regiones DMRs en las cuales uno de los alelos
parentales se encuentra metilado mientras que el otro alelo esta desmetilado. Por ello, la pérdida
de impronta gendmica se correlaciona con alteraciones en los niveles de metilacién de las DMRs
de genes improntados (Bar S et al. 2017). Curiosamente, las DMRs metiladas paternalmente
parecen estar mas afectadas por la pérdida de impronta que las metiladas maternalmente (Bar

et al., 2017; Rugg-Gunn et al., 2007).

Sin embargo, algunos estudios defienden que la presencia de procesos de LOl representa una
aberracion de las células que las convierte en potencialmente peligrosas para su uso como
herramienta terapéutica, en lugar de una caracteristica epigenética inherente (Bar et al., 2017).
Por lo tanto, la metilaciéon del DNA en las regiones de control de impronta gendémica puede
suponer una barrera epigenética importante para la reprogramacion celular (De Carvalho, You, &

Jones, 2010).

Cancer cerebral: teoria de la célula madre cancerosa y glioblastoma

A pesar de los progresos realizados en el diagndstico y el tratamiento del cancer, se
mantiene como una de las principales causas de muerte en el mundo (Ayob & Ramasamy, 2018).
El pensamiento convencional que se tenia acerca del origen del cédncer establecia que la
enfermedad era resultado de la acumulacién de cambios genéticos en células somdaticas maduras
gue daban lugar a la proliferacidon descontrolada de dichas células formando el tumor; sin
embargo, la idea que ha ido captando mayor apoyo en los Ultimos afios sugiere que la
heterogeneidad presente en los diferentes tipos de cancer se debe a una jerarquia celular dentro
de la masa cancerosa, en la cual las llamadas células madre cancerosas (CSCs) se encuentran en
la cuspide de dicha jerarquia (Ayob & Ramasamy, 2018; Fabian, Vereb, & Szollosi, 2013; Reya,
Morrison, Clarke, & Weissman, 2001). Estas CSCs serian las células responsables del origen vy la
sustentacion del tumor gracias a su capacidad de auto-renovacion y multipotencia, caracteristicas
gue comparten con las SCs de tejido, pero, ademas, serian responsables de la resistencia a los
tratamientos (Bomken, Fiser, Heidenreich, & Vormoor, 2010; Gangemi et al., 2009).
Precisamente, esta Ultima capacidad de resistencia a quimioterapia y radiacién sugiere un origen
a partir de SCs quiescentes que mantendrian dicho estatus durante su transformacién maligna

(Ayob & Ramasamy, 2018; Gilbert & Ross, 2009).

Debido a su similitud con las SCs adultas normales, las CSCs generalmente se caracterizan con

marcadores de SC tales como las proteinas CD133, CD44 O CD90, y mediante su capacidad de ser
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aisladas y crecidas in vitro; sin embargo, no existen marcadores exclusivos de las CSCs (Ayob &
Ramasamy, 2018; Capp, 2019). Estrategias como el aislamiento de células CD34*CD38%¥° o
CD34*CD38 en el caso de la leucemia mieloide aguda humana, o células CD133* o CD15" en
tumores cerebrales humanos, o CD44*CD24%3° o CD44*CD24" en tumores de pulmén, han sido
utilizadas para la obtencidn y estudio de las CSCs (Nguyen, Vanner, Dirks, & Eaves, 2012). Sin
embargo, la reproducibilidad de estos ensayos estd en controversia debido a la alta
heterogeneidad entre los canceres del mismo tipo (Nguyen et al.,, 2012). Uno de los eventos
interesantes observados en el estudio del cultivo de las CSCs de tumores cerebrales fue encontrar
la similitud entre los medios utilizados para el cultivo de NSCs y para el cultivo de CSCs (Nguyen
et al., 2012; Reynolds & Weiss, 1992), apoyando nuevamente la idea de la SC adulta como el
origen de la CSC. Ademas, esta teoria es defendida por estudios que sugieren que la incidencia
del cancer estd proporcionalmente relacionada con el tamafio de la poblacion de CSCs en el tejido
(Alcantara Llaguno et al., 2019; Tomasetti & Vogelstein, 2015). Sin embargo, aunque la presencia
de CSCs ha sido demostrada en la mayor parte de tumores (Lapidot et al., 1994; Leick, Shoff,
Wang, Congress, & Gallicano, 2012), incluyendo los tumores cerebrales (Singh et al., 2004), existe
todavia controversia acerca de la SC adulta como el origen de la CSC (Ayob & Ramasamy, 2018;

Capp, 2019; Yoo & Hatfield, 2008).

En el cerebro humano existen diferentes tipos de tumores que difieren en el origen celular,
y en la parte del cerebro afectada. Generalmente, los tumores cerebrales se nombran de acuerdo
al tipo celular que los inicia y/o dénde se localiza. Los gliomas y los meningiomas son los tipos de
tumores cerebrales mas comunes (Claus et al., 2005). Los gliomas, originados por células de la
glia, se clasifican en astrocitoma, astrocitoma anapldsico y glioblastoma (GBM), cuando el origen
es astrocitario; oligodendroglioma, cuando el origen es oligodendrocitario; o ependimoma,
cuando el origen son los ependimocitos (Tabla 2) (Maher et al., 2001). Los GBMs son los tumores
primarios cerebrales mas comunes y agresivos también llamados de grado IV, con una
supervivencia media de entre 12 y 15 meses tras el diagndstico a pesar de los tratamientos

mediante cirugfa, radiacion y quimioterapia (Bien-Moller et al., 2018).

El diagndstico del GBM se basa principalmente en la histologia del tumor, pero cada vez es
mas patente la necesidad de estudios moleculares para su clasificacion (Neftel et al., 2019). De
hecho, una de las alteraciones mas comunmente encontradas en los pacientes de GBM es la
amplificacion de la molécula EGFR, activador de las vias de sefializacién Ras/Raf/MAPK vy
fosfoinositol 3 quinasa (PI13K) que regulan proliferacion, supervivencia, migracién y tumorigénesis
(Ludwig & Kornblum, 2017; Zahonero, Sepulveda, & Sanchez-Gomez, 2015). Esta alteracion se

encuentra en el 40% de los casos de GBM (Ludwig & Kornblum, 2017; Sugawa, Ekstrand, James,
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& Collins, 1990). Otra de las vias frecuentemente alteradas en los pacientes de GBM es la que
compete a la via de p53, en la cual el gen TP53 se encuentra mutado en el 35% de los casos
(Zahonero et al., 2015). Finalmente, la tercera via mas frecuentemente afectada en el GBM es |a
via de Retinoblastoma (Rb), en la cual los inhibidores de ciclo celular CDKN2A (p16"%4?) y CDKN2B
(p19%7) se encuentran inactivados alternativamente en el 50% de los afectados por GBM

(Zahonero et al., 2015).

Una demostracién de la heterogeneidad presente en el GBM es la clasificacién de subtipos
celulares en funcién de su transcriptoma (Neftel et al., 2019). Mediante estudios de expresién
intra-tumorales, al menos tres subtipos celulares han sido identificados dentro de los GBM: tipo
pro-neural, tipo clasico, y tipo mesenquimal (Neftel et al., 2019; Verhaak et al., 2010; Q. Wang et
al., 2017). Cada subtipo esta asociado a distintas alteraciones genéticas; por ejemplo, en el
subtipo pro-neural es comun observar alteraciones en el gen PDGFRA, un activador de la via
Ras/Raf/MAPK, mientras que las alteraciones en EGFR son mas comunes en el subtipo clasico. En
cambio, un aumento del marcador CD44 ha sido descrito en el fenotipo mesenquimal (Neftel et
al., 2019; H. Zhu et al., 2006). Estos subtipos celulares se pueden encontrar coexistiendo en un
mismo tumor e incluso pueden cambiar de un subtipo a otro con el tiempo o los tratamientos
(Patel et al., 2014; Sottoriva et al., 2013; Q. Wang et al., 2017). Mas recientemente, un estudio
por secuenciacion de RNA de célula uUnica (scRNAseq) ha mostrado que las células malignas
dentro del GBM pueden ser clasificadas en cuatro estados: tipo progenitor neural, tipo
oligodendrocitario, tipo astrocitario y tipo mesenquimal (Neftel et al., 2019), y que estos tipos
celulares coexisten dentro del tumor, pero la frecuencia de cada uno de ellos cambia

dependiendo de las alteraciones génicas presentes en el tumor (Neftel et al., 2019).

Tabla 2. Clasificacién de los gliomas en funcién

Célula de origen Tipo de glioma
de su origen celular. Los gliomas pueden ser
clasificados atendiendo al tipo celular que los Astrocitoma
origina, siendo el astrocito el tipo celular
responsable de la formacién de los gliomas Astrocito Astrocitoma anaplésico
mas comunes y agresivos, los glioblastomas. — .

Oligodendrocito Oligodendroglioma
Ependimocito Ependimoma
El GBM es un tumor cerebral muy
agresivo e incurable, por lo que identificar la célula de origen responsable de la formacién de este
cancer puede ayudar a entender los mecanismos implicados en la aparicion y progresion del
mismo, y con ello, desarrollar estrategias terapéuticas y de diagndstico precoz. Muchas
investigaciones sobre el origen del GBM se han centrado en la identificacion de las CSCs en este

tipo de cancer, conocidas como células madre de glioma o GSCs (Singh et al., 2004), responsables
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del origen, expansion, recurrencia y resistencia a tratamientos del GBM (Auffinger, Spencer,
Pytel, Ahmed, & Lesniak, 2015; Bien-Moller et al., 2018). Inicialmente, se pensaba que la
transformacion de astrocitos y/o oligodendrocitos seria la responsable de la formacion del tumor
debido a la capacidad proliferativa de estas células; sin embargo, con el descubrimiento de las
NSCs, la teoria de la GSC ha adquirido fuerza, demostrandose la presencia de SCs capaces de
formar y sustentar el GBM (Altmann, Keller, & Schmidt, 2019; Ignatova et al., 2002; Lathia, Mack,
Mulkearns-Hubert, Valentim, & Rich, 2015; Sanai, Alvarez-Buylla, & Berger, 2005; Singh et al.,
2004).

Esta teoria plantea que la elevada capacidad de proliferacion de las NSCs y sus
progenitores, las hace mas susceptibles a la transformacién maligna (Chesler, Berger, &
Quinones-Hinojosa, 2012). Precisamente, las GSCs comparten muchas caracteristicas con las
NSCs adultas. De hecho, la disgregacion y cultivo in vitro del tumor es capaz de generar agregados
clonales denominados por algunos autores como tumoresferas, que pueden ser diferenciados en
linajes neurales, propiedad que comparten con las NSCs (Gargini et al., 2020; Joseph et al., 2015;
Kawamura, Takouda, Yoshimoto, & Nakashima, 2018; Ledur, Onzi, Zong, & Lenz, 2017; Ludwig &
Kornblum, 2017). Ademas, el GBM promueve la formacién de vasculatura, para mantener la
poblacion de células tumorales, mimetizando asi el nicho normal de las NSCs (Calabrese et al.,
2007; Chesler et al., 2012). Dentro de estas caracteristicas compartidas entre las NSCs y las GSCs
encontramos diversos factores transcripcionales. Por ejemplo, Sox2 se encuentra altamente
expresado en las NSCs en la SVZ adulta, siendo esencial en el mantenimiento de dichas
poblaciones (Ferri et al.,, 2004). SOX2 también aparece aumentado en GBM promoviendo la
malignidad del tumor (Berezovsky et al., 2014; Bulstrode et al., 2017). La fosfatasa PTEN esta
implicada en el control de la proliferacion de las NSCs y se requiere para la migracion celulary la
diferenciacion neuronal (Chesler et al., 2012), mientras que la proteina supresora de tumores p53
suele aparecer alterada en GBM (Newcomb et al., 1993). De hecho, mutaciones en PTEN y p53,
junto con mutaciones en Rb, en las NSCs adultas de la SVZ, son capaces de formar tumores
cerebrales; mientras que estos tumores no fueron encontrados a partir de astrocitos maduros
deficientes en estas mismas proteinas (Jacques TS et al. 2010), situando nuevamente el origen de
este tumor cerebral en las NSCs. También la pérdida de funcion de los inhibidores de quinasas
dependientes de ciclina p16™4? y p19#ff aparece de forma frecuente en GBM (lvanchuk, Mondal,
Dirks, & Rutka, 2001). Aunque estas alteraciones no son suficientes para iniciar el tumor, una
activacién conjunta de EGFR, permite la formacion del GBM a partir de NSCs o astrocitos (Bachoo
et al., 2002) y, de hecho, la sobre-expresion del gen EGFR aparece en practicamente la mitad de

los casos de GBM humano (Gargini et al., 2020).
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Figura 11. Las NSCs adultas de la SVZ se transforman en CSCs que migran y forman el GBM en regiones
distales. Una de las hipdtesis mas apoyadas sobre el origen del cancer es la teoria de la célula madre
cancerosa, segun la cual el GBM se forma a partir de la transformacion maligna de las NSCs adultas. Esta
teoria se ve reforzada por la presencia de alteraciones propias del GBM que aparecen en las NSCs adultas
de la SVZ. Estas NSCs alteradas pueden migrar a regiones distales incluyendo la corteza dorso-lateral caudal
donde forman tumores.

Mads recientemente se ha demostrado que determinadas mutaciones en NSCs de la SVZ
dan lugar a la formacion de tumores tipo GBM que migran a diversas regiones del cerebro, como
la corteza dorso-lateral caudal, sin afectar la citoarquitectura de la SVZ (Alcantara Llaguno et al.,
2019; J. H. Lee et al., 2018) (Figura 11). Ademas, esta capacidad de formar tumores disminuye a
medida que se reduce el potencial de diferenciacion, sugiriendo que las NSCs se transforman mas
facilmente que sus progenitores (Alcantara Llaguno et al., 2019). Estos estudios, junto con las
caracteristicas compartidas, asi como la expresién de muchos otros marcadores que identifican
ambas poblaciones celulares, NSCs y GSCs, como Nestina, Vimentina, CD133 o CD44 (Tabla 3),
apoyan la teoria de las NSCs como el tipo celular mas préximo a las GSCs, y por tanto, el mas

probable como origen del GBM.

Conocer los marcadores que definen a la célula responsable del origen del cancer en cerebro

es clave para poder aislarla y estudiarla, por lo que la identificacién de las GSCs se ha basado en
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el uso de anticuerpos que reconocen proteinas presentes en estas células. CD133, proteina de
membrana codificada por el gen PROMININ-1, fue el primer marcador propuesto para el
aislamiento y estudio de las GSCs (Hemmati et al., 2003; Lathia et al., 2015). Esta glicoproteina
estd implicada en diferenciacion celular y en la transicion epitelio-mesenquimal (EMT), pero
también es un marcador de NSCs (Ludwig & Kornblum, 2017). Si bien se han podido aislar células
CD133 positivas a partir de tumores cerebrales humanos, que eran capaces de propagar
nuevamente el tumor (Ludwig & Kornblum, 2017; Singh et al., 2004), el uso de este marcador se
encuentra en controversia (Brown et al., 2017), debido a que se ha observado en células
diferenciadas, y células CD133 negativas son también capaces de iniciar un tumor (Ludwig &

Kornblum, 2017; J. Wang et al., 2008).

La proteina de membrana CD44, caracteristica de células mesenquimales (H. Zhu et al., 2006),
también ha sido identificada como un marcador de superficie tipico presente en las CSCs,
individualmente o asociado a otras proteinas de membrana como CD133 (L. Wang, Zuo, Xie, &
Wei, 2018). CD44 es un ligando del 4cido hialurdnico, un componente de la matriz extracelular,
cuya expresion se encuentra elevada en las CSCs de diferentes tipos de cancer (Basakran, 2015;
Ishimoto et al., 2011; Mooney et al., 2016; L. Wang et al., 2018) y que, de hecho, ha sido utilizado
para el aislamiento y estudio de CSCs, incluyendo las GSCs (Ghuwalewala et al., 2016; Su et al.,
2017; L. Wang et al.,, 2018). Esta molécula estd implicada en diversos procesos como son la
proliferacién, apoptosis, adhesién/migracion y angiogénesis asociadas a la malignidad del cancer
(Mooney et al., 2016; F. Wang et al., 2018). Ademds, CD44 ha sido implicado en el proceso de
transicion epitelio-mesenquimal que tiene lugar en el cancer (Ponta, Sherman, & Herrlich, 2003;
S. Zhao et al., 2016). Este receptor ademas regula los estados de quiescencia y diferenciacion de
las NSCs adultas en la SGZ (Su et al., 2017). Dentro de los subtipos de GBM, CD133 junto con
OLIG2 han sido asociados al tipo pro-neural mas proliferativo, mientras que la co-expresion de
CD133 y CD44 se ha asociado al tipo mesenquimal mas invasivo (Brown et al., 2017). De tal
manera que aquellos tumores enriquecidos Unicamente con CD133 son mas proliferativos, en
cambio, aquellos que se encuentran enriquecidos por CD44, son mas invasivos (Brown et al,,

2015).

Otros marcadores de membrana como CD15 o SSEA1 (M. J. Son, Woolard, Nam, Lee, & Fine,
2009) y la Integrina a6 (Lathia et al., 2015) han sido también utilizados para definir a la poblacién
de GSCs (Tabla 3). Aungue poco se conoce acerca del papel de SSEA1 en el desarrollo del GBM, si
se han descrito células positivas para SSEA1 capaces de generar el tumor in vivo (Ludwig &
Kornblum, 2017). El receptor de laminina INTEGRINA a6, altamente expresado en el embrion, en

células madre hematopoyéticas y en NSCs (Fortunel et al., 2003) se expresa también en las GSCs,

28



co-localizando con CD133 (Tabla 3) y regulando asi la vasculatura del tumor (Lathia et al., 2015).
Otro marcador asociado cldsicamente a las NSCs es la proteina de filamentos intermedios
NESTINA (Lendahl, Zimmerman, & McKay, 1990; Park et al., 2010); que también se expresa en
diversos GBMs correlacionando con una menor ratio de supervivencia en los pacientes afectados
(Ludwig & Kornblum, 2017). La proteina VIMENTINA se encuentra expresada de forma ubicua en
las células mesenquimales, pero un aumento en la expresién de esta molécula ha sido descrita
en diferentes tipos de cancer, incluyendo el GBM (Satelli & Li, 2011). En el cerebro murino, el gen
Vimentina se expresa principalmente en células ependimales, plexo coroideo y meninges (Tabla
3) (Yamada, Kawamata, Walker, & McGeer, 1992) y regula el estado de quiescencia de las NSCs
(Morrow et al., 2020) regulando la polimerizacién de los filamentos de Nestina (Park et al., 2010).
Sin embargo, las muestras de GBM presentan niveles altos de VIMENTINA y se asocian con la
capacidad de migracion e invasidon del tumor (Lin et al., 2016; Nowicki, Hayes, Chiocca, & Lawler,

2019) y con una menor ratio de supervivencia en los pacientes (Lin et al., 2016).

Ademas de los marcadores de membrana o citosolicos, también han sido descritos diversos
factores transcripcionales implicados en el desarrollo del GBM (Tabla 3). Un estudio del 2014
demostro una firma similar al de las ESCs en GBM con un aumento de las proteinas NANOG, KLF4,
c-MYC, OCT4 y SOX2 (Elsir et al., 2014; Hattermann et al., 2016), coincidente con los factores
utilizados para la reprogramacion a iPSCs. El aumento de expresidn de estos factores ha sido
correlacionado con una menor supervivencia en los pacientes afectados por este tipo de cancer
(Bradshaw et al.,, 2016; Holmberg et al., 2011) y resultan esenciales para el crecimiento y la
capacidad de invasion del tumor (Kuciak, Mas, Borges, Sanchez-Gomez, & Ruiz, 2019; Zbinden et

al., 2010).

Los GBMs presentan un fenotipo enormemente complejo debido a los multiples factores
genéticos y epigenéticos implicados en su origen y progresion. Con objeto de elucidar los
mecanismos responsables de este tipo de tumor, se han generado modelos animales que
recapitulan distintos aspectos de los GBM humanos (Rosenthal & Brown, 2007). Actualmente, los
modelos disponibles pueden ser clasificados en espontaneos, inducidos quimicamente,
disefiados genéticamente, o generados por trasplante (Sampetrean & Saya, 2018). El modelo de
generacién espontanea del tumor es en el que menos alteraciones se producen por la
manipulacion experimental; sin embargo, la capacidad de formar tumores en ratones queda
limitada a un pequefio nimero de cepas, cuya incidencia es de alrededor del 1% (Sampetrean &
Saya, 2018). Los modelos inducidos quimicamente mediante la administracién de carcindgenos

permite una alta incidencia de tumores con mutaciones tipicas del GBM humano (Figura 12A),
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pero el inconveniente de esta estrategia es la variabilidad en la predictibilidad y reproducibilidad

de la formacién de dichos tumores (Sampetrean & Saya, 2018).

Tabla 3. Marcadores moleculares asociados al GBM. Recopilacién de marcadores descritos en GBM vy las
funciones asociadas. El tipo celular no tumoral en el que se ha descrito también se indica, asi como su

presencia o no en las NSCs.
Tipo celular no

i el Expresion en NSCs Funcién asociada al GBM

Marcador molecular

CD44 Células mesequimales si Proliferacion, migracion
y células madre y angiogénesis
CcD133 Células madre si Proliferacién
CD15 o SSEA1 ESCs murinas MUY BAJA Auto-renovacion
Nestina NSCs y progenitores Si Migracion, rfgulacmn "
ciclo celular, “stemness
’ : Células mesequimales y ependimales, . : -
Vimentina meninges, plexo coroideo y NSCs sl Migracion
: : Auto-renovacion y
Integrina a6 NSCs sl formacion del tumor
Olia2 NSCs y progenitores de = Resistencia y plasticidad,
g oligodendrocitos y neuronas motoras Sl crecimiento
Sox2 Células madre, SNC en sl Proliferacion, “stemness”
desarrollo, NSCs y progenitores y pluripotencia
Kif4 ESCs, células madre . Fusion mitocondrial, regulacion
mesequimales y NSCs Sl ciclo celular y pluripotencia
SNC en desarrollo y . Proliferacion, radio-
c-Myc si ; ; ; ;
NSCs resistencia y pluripotencia
Auto-renovacion y
Oct4 ESCs NO pluripotencia
Nanog ESCs y NSCs MUY BAJA Proliferacién/crecimiento,

auto-renovacion y pluripotencia

La progresiéon molecular de los gliomas implica la acumulaciéon de cambios genéticos y
epigenéticos que resultan en la pérdida de funcién de genes supresores de tumores o la
activacién de oncogenes (Parsons et al., 2008). Diversos modelos genéticos que recapitulan estas
mutaciones se han desarrollado para el estudio del GBM, siendo necesaria la alteracion de al
menos dos de los principales genes implicados (Miyai et al., 2017; Sampetrean & Saya, 2018).
Debido a que la ganancia de funcion del receptor EGFR es la alteracién mas comun en el GBM,
diversos modelos genéticos de ratdon se han basado en la sobre-expresion de este receptor (Ding
et al., 2003; Gargini et al., 2020). Otros genes han sido estudiados en el GBM mediante la
generaciéon de ratones que contienen el gen de interés, flanqueado por secuencias loxP, y la
recombinasa Cre bajo el control de promotores especificos como el promotor de GFAP,
expresado por las NSCs y los astrocitos maduros, o de Nestina, expresando por las NSCs y sus
progenitores (Sampetrean & Saya, 2018). Ademas, esta estrategia también ha permitido la
induccion de la Cre por tamoxifeno o doxiciclina (Figura 12B). En los ultimos afios, el uso de
vectores virales para la generacién de modelos murinos de GBM se ha extendido para evitar
utilizar multiples cepas murinas y el coste que ello conlleva (Miyai et al., 2017; Sampetrean &

Saya, 2018). Este método se basa en la transferencia génica mediante la inyeccién de vectores
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virales (Figura 12C). De esta forma, el mismo sistema de recombinacién de Cre comentado
anteriormente puede ser utilizado en animales transgénicos basados en secuencias loxP, pero en
este caso la Cre recombinasa es transducida mediante un vector viral (Figura 12C) (Sampetrean

& Saya, 2018).

Finalmente encontramos el trasplante como modelo de formacion del GBM. Este sistema se
basa en la inyeccion estereotdxica de células cancerigenas en el cerebro del animal (Figura 12D).
Se trata de uno de los modelos mas reproducibles y utilizados (Sampetrean & Saya, 2018). Este
tipo de sistema incluye los xenotrasplantes, mediante la inyeccion de células de GBM humanas
en animales inmunocomprometidos, o los alotrasplantes (Miyai et al., 2017; Sampetrean & Saya,
2018). Si bien este modelo resulta realmente Util para testar la tumorigenicidad de las células y
sus caracteristicas, el uso de células ya transformadas impide el estudio de los mecanismos

implicados en el inicio de la transformacion.

Induccién quimica Modelo genético condicional

E—{ Sistema CreER (Tamoxifeno) l—\
N-_rrren'va-mfrosaurea _ -

Y 4 loxP

y « g

Transduccion mediante vectores virales Xenotrasplante/alotrasplante

C ¥ Vectorviral D

GBM humano

Xenotrasplante Alotrasplante

Figura 12. Modelos murinos de generacién de glioblastomas. A) El modelo de formacién de glioblastomas
mediante la induccién quimica se basa en la inyeccion transplacental de sustancias cancerigenas, como el
N-metil-N-nitrosourea, en hembras prefiadas, permitiendo la formacion de glioblastomas en el cerebro de
los embriones. B) El modelo genético permite generar un sistema condicional para controlar la localizacién,
pero también el momento de la transformacién maligna. Sistemas como la Cre recombinasa inducible por
tamoxifeno o doxiciclina permite la expresién de Cre bajo el promotor que se elija, como por ejemplo
Nestina, de manera que Unicamente las células Nestina positivas expresaran el gen de interés, flanqueado
por secuencias loxP, cuando se administre el tamoxifeno o la doxiciclina. C) El modelo genético también
permite la expresion del gen de interés, flanqueado por secuencias loxP, mediante la inyeccion intracraneal
de vectores virales que codifican para la Cre recombinasa. Este modelo también es compatible con el
sistema condicional. D) La formacién de un glioblastoma puede ser llevado a cabo mediante la inyeccion
intracraneal de células tumorales humanas (xenotrasplante) o murinas (alotrasplante) en la regién cerebral
de interés.
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Impronta genémica y cancer

Los genes improntados han sido implicados en el crecimiento embrionario, el crecimiento de
la placenta o en el metabolismo del organismo adulto (J. Kim, Bretz, & Lee, 2015; Morison,
Ramsay, & Spencer, 2005). Debido a la expresion monoalélica de estos genes, son
extremadamente susceptibles a las mutaciones que se pueden ocasionar durante la formacién
de tumores. Una mutacion en el alelo expresado puede conducir al silenciamiento completo del
gen, mientras que una mutacion en el alelo silenciado puede suponer la expresion bialélica del
gen. Precisamente, la LOI es uno de los eventos mds comunes y tempranos que ocurren en los
canceres humanos (Feinberg, 2007; Holm et al., 2005; Jelinic & Shaw, 2007; Perrera & Martello,
2019). El 100% de las leucemias mieloides crdnicas, tumores de Wilms, meningiomas, asi como
canceres de ovario y colorrectales, entre otros, presentan LOI (Jelinic & Shaw, 2007). También se
han descrito alteraciones de la impronta gendmica en osteosarcomas, hepatoblastomas o incluso
gliomas (Jelinic & Shaw, 2007). En consecuencia, la expresién de los genes improntados se
encuentra afectada en diferentes tipos de cancer (J. Kim et al., 2015). Este hecho, junto con la
mayor propensién de cancer en pacientes afectados por sindromes de impronta gendmica,
subraya la importancia del proceso de impronta gendmica en el origen y desarrollo del cancer

(Perrera & Martello, 2019; Uribe-Lewis, Woodfine, Stojic, & Murrell, 2011).

La asociacién entre LOl y cdncer mejor caracterizada es el locus IGF2-H19 en el tumor de
Wilms (Leick et al., 2012; Uribe-Lewis et al., 2011). Este locus contiene el gen de expresion
materna H19y el gen de expresién paterna IGF2, y la pérdida de impronta genémica en este locus
ha sido asociada a gran variedad de tumores (Brouwer-Visser & Huang, 2015; Livingstone, 2013;
Raveh, Matouk, Gilon, & Hochberg, 2015), incluyendo los gliomas (Uyeno et al., 1996). Cabe
destacar también la mayor predisposicién de desarrollar diferentes tipos de cancer en pacientes
con el sindrome de impronta Beckwith-Wiedemann (BWS) que muestran expresion bialélica de
IGF2 (Plass & Soloway, 2002). Este evento se encuentra asociado a un aumento de la metilacion
en la DMR del locus H19-IGF2 y a una disminucién en la expresion materna del gen H19 (Plass &
Soloway, 2002). El silenciamiento de la expresién materna mediante metilacién también ha sido
descrito en tumores para el gen improntado que codifica el supresor de tumores p73, un
homologo de p53 (Plass & Soloway, 2002); aunque no siempre el silenciamiento de estos genes
es dependiente de metilacién (Banelli, Casciano, & Romani, 2000). PEG3 es un gen improntado
de expresion paterna implicado en proliferacién y apoptosis mediada por p53 (Otsuka et al.,
2009). Este gen también ha sido relacionado con diferentes tipos de cancer como son el cdncer
de colon (Zhou et al., 2019) o los gliomas (Kohda et al., 2001; Otsuka et al., 2009). MEG3 es otro

de los genes improntados asociados a la proliferacion y apoptosis mediada por p53 (Gong &
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Huang, 2017; J. Li et al., 2016). En este caso, se trata de un gen de expresidon materna situado en
el locus DLK1-MEG3, que se encuentra silenciado en diversos tumores murinos y humanos,
incluyendo los gliomas (Buccarelli et al., 2020; He et al., 2017; Perrera & Martello, 2019). Este
locus improntado contiene también el gen de expresion paterna DLK1 (Delta-like Homolog 1) cuya

expresion es muy alta en neuroblastoma y GBM (Yin et al., 2006).

Por lo tanto, la alta frecuencia de LOI o de alteraciones en la expresién de genes improntados
en diferentes tipos de cancer, sugieren un papel importante de la impronta gendmica en la
transformacién maligna. De hecho, se ha demostrado la relacidén entre expresiéon alterada de
ZFP57, implicada en el establecimiento de las marcas epigenéticas de impronta gendmica, y los
GBMs (Cirillo et al., 2014). Ademds, aungue los cambios de expresion de los genes improntados
pueden ir acompafiados por alteraciones en los niveles de metilacién del DNA en las regiones
DMR, se ha observado que el nimero de pacientes con cancer que presentan alteraciones en la
metilacion del DNA es menor que aquellos que presentaban alteraciones en la expresion de genes
improntados, sugiriendo que los cambios de metilacion del DNA son un evento menos frecuente
que los cambios a nivel de expresién (J. Kim et al., 2015). En el caso de la sobre-expresién de IGF2
en el cancer de pecho y de colon, la hipometilacién de la DMR es mas frecuente que la LOI, por
lo que el estado de metilacién del DMR no es tampoco indicativo exacto de la pérdida del estado

de impronta (V. Ito et al., 2008).

Aunque se han descrito eventos de LOI en gran variedad de cdnceres, el origen celular que
desencadena un proceso de malignidad todavia se desconoce. Sin embargo, existen diferentes
ejemplos que implican a las SCs adultas como las células donde ocurriria esta alteracién
epigenética (Jelinic & Shaw, 2007; Leick et al., 2012; Sakatani et al., 2005). Uno de los fendmenos
encontrados en tumores que apoyan la idea de las SCs adultas como las células de origen del
cancer es la presencia de células no malignas alrededor del tumor en las cuales se detecta LOI,
sugiriendo un precursor comun en el cual tendria lugar la pérdida de impronta gendémica dando
lugar a células hijas no tumorales y tumorales, ambos tipos con LOI (Figura 13) (Jelinic & Shaw,
2007). De hecho, en el estudio llevado a cabo por Feinberg AP et al. se propuso la idea de un
aumento en la poblacion de SCs como consecuencia de la LOI (por ejemplo, aumentando IGF2),
en las cuales podrian acumularse mutaciones (Feinberg, Ohlsson, & Henikoff, 2006),
desencadenando el proceso maligno. Esto explicaria ademas la alta tasa de recurrencia del cancer

en pacientes con LOI.
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Figura 13. La LOI en las SCs adultas da lugar a diferentes tipos celulares fisiolégicos y tumorales con esta
alteracién epigenética. La LOI es un evento encontrado de forma frecuente en los tumores humanos. Esta
alteracion epigenética aparece en las células madre adultas del tejido pero también en los distintos tipos
celulares que conforman el tumor, asi como en células no tumorales situadas alrededor del tumor,
sugiriendo a la célula madre como la célula originaria del tumor que trasmitiria la aberracién en la impronta
gendmica a sus células hijas, tumorales y no tumorales.

Por lo tanto, los estudios realizados sobre impronta gendmica y cancer identifican a este
fendmeno epigenético como una potencial y relevante estrategia de diagndstico precoz y
terapéutica en la lucha contra el cancer, por lo que un mayor entendimiento sobre la impronta

gendmica y su alteracion en el origen y desarrollo del cancer resulta clave.
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Objetivos
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El cancer es la segunda causa de muerte en el mundo debido a la falta de tratamientos
eficaces como consecuencia del desconocimiento sobre el origen y las alteraciones responsables
de la transformacién maligna. El descubrimiento de células madre cancerosas (CSCs) en los
tumores con semejanzas a las células madre de tejido, promovieron la teoria de la célula madre
cancerosa, que defiende que la transformacién maligna ocurriria en estas célula madre de tejido
a través de alteraciones genéticas y/o epigenéticas. En el cerebro, entender los mecanismos
implicados en la transformacién de la NSC es clave para el desarrollo de herramientas de
diagnodstico y tratamiento de los tumores cerebrales. Precisamente, la alteracion del mecanismo
epigenético de impronta gendmica es uno de los eventos mas comunes y tempranos en el cancer.
Por ello, el principal objetivo de esta tesis es identificar el papel de la impronta gendmica y su
regulacion epigenética en la actividad de las NSCs adultas, y su implicacion en el desarrollo de

tumores cerebrales.

Los objetivos especificos propuestos en esta Tesis son:

1. Estudio de la impronta gendémica y su regulacion epigenética en célula madre adultas

(NSCs) procedentes de la SVZ.

2. Estudio del proceso de impronta gendémica y su regulacion epigenética en el glioblastoma.

3. Estudio del papel de la enzima TET3 en la regulacién de la impronta gendmica durante la

transformacién maligna.
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1. Animales experimentales

Los ratones usados en esta tesis fueron mantenidos en el Servicio de Produccién Animal
del Campus de Burjassot de la Universitat de Valéncia bajo condiciones de 12 horas de
luz/oscuridad, a temperatura constante entre 20y 22 °C, y con acceso libre a comida y agua (ad
libitum). Los procedimientos experimentales fueron realizados de acuerdo con las pautas de la
ley RD 53/2013 de Espafia y siguiendo los protocolos aprobados por la Comisién de Etica en
Investigacion Experimental de la Universitat de Valencia. Las camadas fueron destetadas a los 21

dias de edad.

En el caso de las técnicas altamente invasivas, como la perfusién, los ratones fueron
anestesiados mediante inyeccidn intraperitoneal de una mezcla de Medetomidina (0,5-1 mg por
kg de peso del animal; Domtor®) y Ketamina (50-75 mg por kg de peso del animal; Richter

Pharma) en solucién salina (0,9% de NaCl).

1.1. Cepas murinas

Todos los experimentos fueron realizados en hembras y machos de ratones adultos de entre

2 y 4 meses de edad. Las cepas de ratdn utilizadas fueron las siguientes:

e C57BL/6 (Mus musculus domesticus): cepa salvaje utilizada como fuente de muestras
bioldgicas para los diferentes experimentos in vitro e in vivo, asi como para la expansién de las

distintas cepas murinas utilizadas.

e CAST/Ei) (Mus musculus castaneus): ratones obtenidos de Jackson Laboratory (NUmero de
Stock: 000735), que pertenecen a la subespecie de M. musculus caracteristica del sudeste
asiatico, utilizados para los estudios de impronta por seguimiento de SNPs. En esta tesis se
han generado animales hibridos mediante cruces reciprocos con la cepa i4F-B de Mus

musculus domesticus.

e i4F reprogramables: ratones cedidos por el Dr. Manuel Serrano del centro CNIO de Madrid.

Este modelo de ratdn reprogramable contiene un casete policistrénico inducible por
doxiciclina que codifica para los cuatro factores de transcripciéon murinos, Oct4, Sox2, KIf4 y c-
Myc (OSKM), bajo el control de un sistema Tet-On, y el cDNA de una forma optimizada de la
proteina reversa transactivadora controlada por tetraciclina rtTA*M2 (rtTA) inserto en el locus
Rosa26 (R26-rtTA; Beard et al., 2006). El tratamiento de estos animales con doxiciclina permite

la expresion de dicho casete. Para generar este modelo, fibroblastos fetales (MEFs; del inglés
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“mouse embryonic fibobrasts”) de ratones R26-rtTA (MEFs R26:rtTA) fueron infectados
utilizando un lentivirus con la construccién TetO-OSKM, de manera que al tratar las células
con 1 pg/ml de doxiciclina, se reprogramaron dando lugar a células madre pluripotentes
inducidas (iPSCs). Estas células pluripotentes fueron expandidas y microinyectadas en
blastocistos de 3,5 d.p.c. (day post-coitum) de ratones albinos C57B/6J-Tyr“?/J para generar
quimeras. Tras los cruces con animales C57BL/6, en la F1 se obtuvieron las lineas modificadas
OSKM;R26-rtTA i4F-A e i4F-B (Figura 1A), que se han utilizado en este trabajo, y se caracterizé
el punto de integracion del transgén en cada caso mediante “gene walking”. Se determind que
en la linea i4F-A el casete estaba integrado en uno de los intrones del gen Neto2, que codifica
una subunidad transmembrana de los receptores kainato liberadores de glutamato, situado
en el cromosoma 8, mientras que, en la linea i4F-B, el casete se encontraba en uno de los
intrones del gen Pparg, que codifica para un receptor nuclear implicado en la transmisién de
sefiales de proliferacién, situado en el cromosoma 6, al igual que el locus Rosa26 (Figura 1B)
(Abad M et al. 2013). En ambos casos comprobaron que dicha insercién no afectaba a la
expresion de los genes en los cuales se encontraba el transgén. En este trabajo hemos
denominado i4F a una linea derivada de la i4F-A que fue cruzada con ratones C57BI6 a fin de

obtener animales con el casete pero sin el alelo Rrosa26 modificado con el rtTA.

B6.Cg-Tg(GFAP-rtTA*M2)1Rmra/) (GFAP-rtTA): ratones obtenidos de Jackson Laboratory

(NUmero de Stock: 014098). Portadores del transgén GFAP-rtTA que contiene el promotor de
la proteina humana GFAP dirigiendo la expresion de rtTA*M2. Esta cepa proporciona una
herramienta Tet-On que permite la expresion inducible de genes en células que expresan

Gfap.

GFAP-rtTA;i4F: ratones generados a partir del cruce entre animales reprogramables i4F-A

heterocigotos para el transgén OSKM vy ratones GFAP-rtTA. Este modelo animal permite la
expresion inducible por doxiciclina de los 4 factores transcripcionales de forma especifica en

las células positivas para GFAP.

Nude: ratones obtenidos de Charles River. Ratones homocigotos para una mutacion
espontanea (Foxnlnu, formalmente Hfh11nu) que presentan un crecimiento anormal del pelo
y defectos en el desarrollo del epitelio del timo. Los ratones Nude carecen de un timo funcional
y producen un nimero reducido de células T maduras lo cual les lleva a sufrir una falta de

inmunidad celular, por lo que no rechazan tejidos alo- y xenotransplantados.
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Figura 1. Generacién de ratones reprogramables GFAP-rtTA;i4F e i4F-B. A) Esquema de la generacion de
animales reprogramables i4F-A e i4F-B en el laboratorio del Dr. Manuel Serrano. Fibroblastos embrionarios
de ratones portadores del activador rtTA en el locus Rosa26 (MEFs R26:rtTA) fueron infectadas con un
lentivirus portador de la construcciéon TetO-OSKM para generar ratones reprogramables. Mediante el
tratamiento con doxiciclina de los MEFs infectados, se obtuvieron iPSCs que fueron inyectadas en ratones
albinos C57B/6J-Tyr?/J formando asf quimeras. Estos ratones quimera se cruzaron con ratones silvestres
(WT; del inglés wild-type) de fondo genético C57/BL6 hasta conseguir una Unica copia del transgen
(integracion Unica) en dos regiones distintas del genoma, dando lugar a las cepas murinas i4F-A e i4F-B.
Figura modificada de Abad M et al. 2013. B) Esquema de los modelos reprogramables GFAP-rtTA;i4F e i4F-
B (Abad M et al. 2013). Las células GFAP positivas (GFAP+) del modelo GFAP-rtTA;i4F expresan los cuatro
factores de transcripcion del casete OSKM (situado en el locus Neto2 en el cromosoma 8) en presencia de
doxiciclina debido a la presencia del rtTA bajo el promotor de GFAP. Todas células del modelo i4F-B
expresan el casete OSKM tras la induccion con doxiciclina debido a la expresién ubicua de Rosa26,
promotor bajo el cual esta el activador transcripcional rtTA (en el cromosoma 6). En este caso, el transgen
se encuentra localizado en el mismo cromosoma que el activador transcripcional, por lo que segregan de
forma conjunta.

Casete OSKM Casete OSKM

“ Jocus Neto2

1.2. Genotipado

El genotipo de las distintas cepas usadas en esta tesis fue determinado mediante reaccién
en cadena de la polimerasa de punto final (PCR; “Polimerase Chain Reaction”) usando DNA
gendmico extraido de un pequefio fragmento de oreja y procesado de acuerdo con el protocolo
establecido en el kit comercial Thermo Scientific™ Phire™ Animal Tissue Direct PCR Kit (Thermo
Fisher, n2 cat. F140WH). La presencia del alelo mutante o salvaje fue detectada usando 2 pl de
DNA gendmico a partir de una dilucién 1:20, y posterior amplificacién mediante PCR usando

cebadores especificos (Tabla 1). En el caso de las cepas i4F-A y i4F-B se utilizd ReadyMixTM
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REDTag® PCR Reaction Mix with MgCl, (Sigma, n2 cat. R2648), mientras que la cepa GFAP-rtTA
requirié el uso de Kapa 2G HS taq polymerase (Kapa Biosystems, n2 cat. KK5510). Las condiciones
especificas para cada PCR estdn detalladas en la Tabla 1. Para el genotipado de los animales
generados a partir del cruce de la cepa i4F y la cepa GFAP-rtTA, se realizd una PCR para la

deteccién del casete policistrénico y otra PCR para la deteccidn del activador rtTA.

El tamafio de cada producto de PCR fue resuelto mediante electroforesis en gel al 2-3% de
agarosa preparado en tampon TAE (40 mM de Tris-HCl pH 7.6, 20 mM de acido acéticoy 1 mM
de EDTA) con 1x Real Safe (Real©, n? cat. RBMSafe). La deteccidén en el gel del fragmento
amplificado se hizo mediante colorante de carga comercial (Thermo fisher, n? cat. F-350). El
resultado fue observado y fotografiado mediante luz UV en un transiluminador Kodak.

Tabla 1. Cebadores y condiciones de PCR para el genotipado de las cepas murinas. Se muestran las
secuencias, temperatura de hibridacion (T2) y ciclos de amplificacion de los cebadores usados. 65TD60

indica un protocolo de PCR con touch-down en la que la T2 comienza a los 65 grados durante 15 segundos
y reduce 0,5 grados cada ciclo durante 10 ciclos. Tras esto, se realizaron 28 ciclos a 60 grados.

Secuencia de la sonda (5°-3°) Amplicon  Alelo T (°C)

i4F-A 125B-F AAAGTCGCTCTGAGTTGTTAT 500 bp WT 60 40

127B-R GGAGCGGGAGAAATGGATATG

ORF2-F GGATGGAGTGGGACAGAGAA 378 bp OSKM

ORF2-R GTGCCGATCCGTTCACTAAT

i4F-B 125B-F AAAGTCGCTCTGAGTTGTTAT 500 bp WT 60 40

127B-R GGAGCGGGAGAAATGGATATG

Pparg-F CAGCATCAAATGGCTCGGTA 350bp  OSKM

OSKM-R GCACCATCCAAAGGTCAGTG

GFAP-rtTA  0oIMR7338 CTAGGCCACAGAATTGAAAGATCT 324 bp WT 65TD60  10+28

0IMR7339 GTAGGTGGAAATTCTAGCATCATCC

12933 GAAGGCGAGTCATGGCAAG 200 bp rtTA

12934 CAATACGCAGCCCAGTGTAAA

2. Cultivos celulares

2.1. Cultivo de MEFs

Para testar la capacidad de reprogramacion de las células procedentes de ratones i4F-B, se
utilizaron MEFs obtenidos a partir de ratones i4F-B portadores del transgén OSKM. Los MEFs se

obtuvieron de embriones de 13,5-14,5 d.p.c. a partir de ratonas prefiadas de la cepa i4F-B. Los
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embriones se extrajeron tras el sacrificio de la madre por dislocacidn cervical y se colocaron en
placas Petri con PBS estéril (Biowest, n2 cat. X0515). Los érganos con mucha irrigacién sanguinea
(corazon, higado y pulmones) fueron descartados puesto que la sangre puede interferir con el
cultivo de los MEFs. Las cabezas de los animales fueron utilizadas para el genotipado de los
animales (Tabla 1). El resto del cuerpo fue troceado en pequefios fragmentos utilizando una
cuchilla (Fine Science Tools, n2 cat. 10316-14) y los fragmentos fueron recogidos en tubos de 15
ml con PBS y centrifugados a 200 xg durante 5 minutos. A continuacion se eliminé el PBS y se
afiadieron 3 ml de PBS con tripsina/EDTA al 0,05% (Life Technologies, n2 cat. 25200-056) y 100
unidades/embrién de DNAsa | (Labclinics, n? cat. LS002007) previamente filtrada. Las muestras
fueron incubadas con dicha solucion a 37 °C durante 15 minutos, y agitaciéon cada 5 minutos
mediante vértex. Transcurridos los 15 minutos, la tripsina fue inactivada afiadiendo 10 ml de
medio de cultivo de MEFs (Tabla 2). Las células se centrifugaron a 200 xg durante 5 minutosy se
elimind cuidadosamente el sobrenadante. Finalmente, se sembraron las células de cada embridn
en medio de cultivo MEF en un frasco de 75 cm? (T75) previamente tratado con gelatina (Panreac,

n2 cat. 142060.1210) al 0,2% en PBS (2 horas a 37°C).

Tabla 2. Preparacién del “medio MEF”. FBS HI (del inglés “Fetal Bovine Serum High Inactivated”): suero fetal
bovino inactivado mediante calor (55 °C durante 30 minutos).

Reactivo Concentracién trabajo Concentracion Proveedor
stock
DMEM High Glucose 1x 1x (4 °C) Biowest L0101
FBS HI 10% Puro (-20 °C) Labclinics S181B-500
L-Glutamina 2mM 200 mM (-20 °C) Gibco 25030-081
Antibiético/Antimicético 1x 100x (-20 °C) Gibco 15240-062

Los cultivos primarios generados fueron mantenidos durante 24 horas, tras las cuales las
células se pasaron y sembraron tras una dilucién 1:3 a frascos de T75 previamente gelatinizados

y en medio MEF fresco. Para el pase se utilizaron 3 ml de tripsina/EDTA durante 5 minutos a 37°C.

2.2. Cultivo de NSCs

La obtencién y cultivo de NSCs se realizé a partir de ratones de ambos sexos de 2 meses de
edad de la cepa i4F-B. El protocolo utilizado para ello ha sido descrito previamente por nuestro
laboratorio (Ferron SR et al. 2007; Belenguer G et al. 2016). Los detalles se describen a
continuacion. Los animales fueron sacrificados mediante la técnica de dislocacion cervical. Los
cerebros se extrajeron y colocaron en placas con PBS estéril frio (Biowest, n2 cat. X0515), y fueron

diseccionados bajo la lupa con un par de bisturies (harpoint™ Stab Knife, 22.5 Degree, Straight n2
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cat. 72-2201). Previamente a la diseccién de la SVZ, los OBs y el cerebelo fueron descartados y
ambos hemisferios se separaron para poder diseccionar los nichos neurogénicos (Figura 2). La
SVZ fue delimitada de manera que el tejido que rodea la zona fue finamente cortado y descartado,
separando ambas SVZ del resto del cerebro. Tras la diseccién de la regién de interés, las SVZ de
cada ratén fueron troceadas y enzimaticamente digeridas con una solucién de papaina
(12U/ratdén; Worthington Biochemical Corporation, n2 cat. LS003120) previamente activada (30
minutos a 37°C) que contenia 0,2 mg/ml de clorhidrato de L-cisteina (Sigma, n2 cat. C8277) y 0,2
mg/ml de EDTA (Sigma, n2 cat. E6511) en medio EBSS (Earle’s Balanced Salt Solution, Gibco™,
nQ cat. 24010-043). Las muestras se incubaron en esta solucién durante 30 minutos a 37°C, y
transcurrido dicho tiempo, la papaina fue inactivada con 5 ml de medio NSC control, sin
mitdgenos (Tabla 3). Tras el lavado, las muestras fueron centrifugadas a 300 xg durante 5 minutos
y cuidadosamente disgregadas mecanicamente mediante micropipeta (p1000). Una vez se
obtuvo una suspensién celular homogénea, las células se sembraron en medio NSC completo, es
decir, medio NSC control con los mitdégenos factor de crecimiento fibrobldstico basico (bFGF) y
factor de crecimiento epidérmico (EGF) (Tabla 4), distribuidas en 8 pocillos en placas de 48
pocillos (p48) en un volumen final de 0,5 ml. Las células fueron incubadas a 37 °Cy 5% de CO,

atmosférico durante 5-7 dias in vitro (DIV).

En estas condiciones, las células diferenciadas mueren, y las NSCs y sus progenitores
proliferan formando agregados clonales llamados neuroesferas (Figura 2) hasta alcanzar

suficiente tamafio para el subcultivo.
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Figura 2. Obtencion de células madre neurales de la SVZ de ratones adultos. Las NSCs adultas se obtuvieron
a partir de la diseccion de la SVZ de ambos ventriculos laterales de ratones adultos de dos meses de edad.
Para ello, los bulbos olfativos (OB) y el cerebelo (CB) fueron descartados para la visualizacién de la zona de
interés. Una vez obtenidas las SVZs, éstas fueron disgregadas enzimdtica y mecdnicamente hasta conseguir
una suspension celular homogénea que fue sembrada para el cultivo de las NSCs. Estas crecen en forma de
agregados llamados neuroesferas.

Una vez obtenidas las neuroesferas primarias, éstas pueden ser subcultivadas y expandidas
mediante disgregacién enzimdtica y siembra de las células individuales en las mismas
condiciones. Solo algunas de las NSCs son capaces de formar nuevas neuroesferas, y dicha

capacidad varia en funcién de diversos factores como la edad o la cepa de los animales.

43



Las neuroesferas primarias obtenidas fueron recogidas en tubos de 15 mly centrifugadas
a 200 xg durante 5 minutos. El sobrenadante fue eliminado utilizando una bomba de vacio y las
neuroesferas se incubaron con 0,2 ml de Acutasa® (Sigma, n2 cat. A6964) durante 10 minutos a
temperatura ambiente. A continuacién, se afiadieron 0,8 ml de medio NSC control (Tabla 3) y las
neuroesferas fueron mecdnicamente disgregadas pipeteando con una p1000 unas 10-15 veces.
Las células se lavaron en 5 ml de medio NSC control y se centrifugaron a 200 xg durante 5
minutos. Tras el lavado, se resuspendieron en 1 ml de medio NSC completo (Tabla 4) y se procedio
a la estimacion de células viables mediante el sistema de contaje celular automatico ADAM-SSC

(NanoEnTek® Digital Bio).

Para la expansion de los cultivos, se sembraron 10.000 células/cm?en medio NSC completo
y se cultivaron a 37 °Cy 5% de CO, atmosférico. Tras 5-7 DIV en estas condiciones, las nuevas
neuroesferas formadas, llamadas neuroesferas secundarias, alcanzaron un tamafio suficiente

para un nuevo subcultivo.

Tabla 3. Preparacién del “medio NSC control”. En la tabla se muestran los reactivos utilizados para la
preparacién del medio, las concentraciones de trabajo y de los stocks, el proveedor y el nimero de catalogo
del producto utilizado. DMEM/F12 (Dulbecco s Modified Eagle Medium /Ham’s F12 Nutrient Mixture). BSA:
Bovine Serum Albumin.

Reactivo Concentracion trabajo ~ Concentracion stock  Proveedor Ne Cat.
DMEM/F12 (1:1) 1x 1x (4 °C) Gibco 11320-074
D(+)-Glucosa 0,6 % 30% (-20 °C) Panreac 141341
NaHCO3 0,1% 7,5% (4 °C) Biowest L0680-500
HEPES 5mM 1M (4 °C) Boiwest L0180-100
L-Glutamina 2mM 200mM (-20 °C) Gibco 25030-081
Antibiético/Antimicético 1x 100x (-20 °C) Gibco 15240-062
Mix hormonal 1x 10x (-20 °C) Casero (Tabla 5)
Sal Heparina sddica 0,7 U/ml 350 U/ml (4 °C) Sigma H3149
BSA 4 mg/ml Polvo (4 °C) Sigma B4287

In

Tabla 4. Preparacién del “medio NSC completo”. En la tabla se muestran los reactivos utilizados para la

preparacién del medio, las concentraciones de trabajo y de los stocks, el proveedor y el numero de catalogo
(N2 Cat.) del producto utilizado. EGF: Epidermal growth factor; FGF: Fibroblast Growth Factor.

Reactivo Concentracion Concentracion stock Proveedor N@ Cat.
trabajo
Medio NSCs control Descrito en Tabla 2
EGF 20 ng/ml 4 pg/ml (-20 °C) Gibco 530003-018
bFGF 10 ng/ml 25 pg/ml (-20 °C) Sigma F0291
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Tabla 5. Preparacién de la Mix Hormonal 10x. En la tabla se muestran los reactivos utilizados para la
preparacion del medio, las concentraciones de trabajo y de los stocks, el proveedor y el nUmero de catalogo
del producto utilizado.

Reactivo HM 10x Concentracidn stock Proveedor Nn2 Cat.
DMEM/F12 (1:1) 1x 1x (4 °C) Gibco 11320-074
D(+)-Glucosa 0,6 % 30% (-20 °C) Panreac 141341
NaHCOs 0,1% 7,5% (4 °C) Biowest L0680-500
HEPES 0,5mM 1M (4 °C) Biowest L0180-100
Apo-Transferrina 1 mg/ml Polvo Sigma T2252
Insulina Bovina 14,5 uM 145 uM en 0,01N HCl Sigma 16634
Putrescina 0,1 mg/ml 1 mg/ml Sigma P7505
Progesterona 0,2 uM 2 mM en 95% etOH Sigma P6149
Selenito sddico 0,3 uM 3mM Sigma S9133

2.3. Cultivo de lineas de GBM murinas

La linea celular murina de GBM utilizada en este trabajo fue generada y generosamente
cedida por el laboratorio de la Dra. Pilar Sdnchez Gémez de la Unidad de Neurooncologia del
Instituto de Salud Carlos Ill. Los investigadores establecieron cultivos de neuroesferas de ratones
con deleciones en los genes supresores de tumores Cdkn2a (p16™4?) y Cdkn2b (p19”%F) (Gargini
R et al. 2020). Las neuroesferas obtenidas fueron infectadas con retrovirus para la sobre-
expresion del gen del receptor para el factor de crecimiento epidérmico Egfr e inyectadas en
ratones inmunocomprometidos. Los tumores generados fueron disociados y sembrados en
medio GBM (Tabla 6) para establecer la linea GBM-EGFR. Estas células expresan GFP y luciferasa
como reporteros (Gargini R et al. 2020) y son capaces de formar gliomas con una penetrancia del
100% al ser inyectadas (300.000 células) en ratones inmunocomprometidos (Gargini R et al.
2020). Las células GBM-EGFR fueron cultivadas y expandidas en nuestro laboratorio en medio
GBM (Tabla 6), que contiene bFGF y EGF. Para realizar el subcultivo, las células fueron recogidas
y centrifugadas a 200 xg durante 5 minutos. El sobrenadante fue aspirado y se procedio a la
disgregacion enzimatica con 0,2 ml de Accumax™ (Millipore, n2 cat. A7089) durante 10 minutos
a temperatura ambiente, tras lo cual se afiadidé 1 ml de medio GBM sin mitdgenos a la solucién
enzimatica, se disgregd suavemente de forma mecdanica con la micropipeta p1000 y se afiadieron
3 ml mds de medio. A continuacién, se centrifugaron a 200 xg durante 5 minutos y el
sobrenadante fue eliminado. Las células fueron entonces sembradas en nuevas placas en medio
GBM, con mitégenos, a una dilucion 1:3, e incubadas a 37 °Cy 5% de CO, atmosférico hasta 3-4

dias después, cuando se volvid a realizar un subcultivo.
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Tabla 6. Preparacién del medio GBM. En |a tabla se muestran los reactivos utilizados para la preparacion del
medio, las concentraciones de trabajo y de los stocks, el proveedor y el nimero de catdlogo (N2 Cat.) del
producto utilizado. La ciprofloxacina, el EGF y FGF se afiadieron justo antes del uso.

Reactivo Concentraciéon  Concentracién stock  Proveedor
trabajo
Neurobasal 0.5x 1x (4 °C) Gibco 21103049
NaHCO3 0,1% 7,5% (4 °C) Biowest LO680-500
L-Glutamine 2 mM 200 mM (-20 °C) Gibco 25030-081
Penicilina/Estreptomicina 1x 100x (-20 °C) Biowest L0018-100
Sal Heparina sédica 0,4% 40% (4 °C) Sigma H3149
B27 0,5x 50x (-20 °C) Gibco 17504-044
Ciprofloxacina 2 ug/ml 2 mg/ml (4 °C) Sigma 17850-5G-F
EGF 4 ng/ml 4 ug/ml (-20 °C) Gibco 530003-018
FGF 20 ng/ml 25 ug/ml (-20 °C) Sigma FO291

2.4. Criopreservaciéon y descongelacion de las células

Todos los cultivos generados fueron criopreservadas para usos posteriores y asi, minimizar
el nimero de ratones utilizados durante esta tesis. Para su criopreservacién y tras la disgregacién
de las células mediante Accutase® o Accumax™, las células individuales fueron centrifugadas y
resuspendidas en medio segun el tipo celular correspondiente suplementado con 10% de DMSO
(del inglés “Dimethyl sulfoxide”; Sigma, n2 cat. D4540). Una vez resuspendidas, las células fueron
transferidas a criotubos (Sarstedt; n? cat. 72.379) y guardados a -80°C en un recipiente de
congelacion (CoolCell™, BioCision) disefiado para permitir que la temperatura descienda
1°C/minuto sin el uso de alcoholes u otros fluidos. Pasadas 24 horas, los criotubos fueron

trasladados a un tanque de nitrégeno liquido (-196 °C) para su almacenaje.

En el caso de la descongelacidn, los criotubos se incubaron en un bafio de agua a 37 °C. Las
células fueron entonces transferidas a tubos de 15 ml con 5 ml del medio correspondiente a cada
tipo celular, y centrifugadas a 200 xg durante 5 minutos. El sobrenadante fue eliminado vy las

células fueron resuspendidas y sembradas en el medio de cultivo fresco correspondiente.
3. Reprogramacion in vitro mediante el tratamiento con doxiciclina

3.1. Reprogramacién de MEFs

El protocolo seguido para la reprogramacion de los MEFs se basé en el descrito por el grupo
del Dr. Manuel Serrano (Abad et al., 2013) (Figura 3A). Dos dias antes de la induccion de la

expresion de los cuatro factores presentes en el casete, 500.000 MEFs fueron sembrados en
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pocillos p6 (9,5 cm?) previamente gelatinizados (0,2%) y lavados con PBS. Tras la adhesion de las
células, el medio MEF fue sustituido por medio KsR mas la citoquina LIF (Tabla 7) y, transcurridos
dos dias, por medio KsR/LIF con 1 pug/ml de doxiciclina (Sigma, n? cat. D9891). A partir de este
momento, el medio fue cambiado cada dos dias y los cultivos fueron monitorizados para la
deteccion de cambios celulares. Tras 10 dias en presencia del antibidtico empezaron a observarse
agregados celulares que fueron incubados con el anticuerpo SSEA1 (DyLight 488) (Stemgent®, n?

cat. 09-0067, 1:100).

La aparicién de células positivas para SSEA1 en el cultivo fue considerada como unaindicacion
de que las células se encontraban en un estadio temprano de la reprogramacién a iPSCs, y en
este momento fueron denominadas pre-iPSCs. Estas pre-iPSCs proliferaron formando clones de
células SSEA1 que fueron aislados individualmente bajo la lupa y disgregados con Accumax™. La
suspension celular fue sembrada en placas tratadas con gelatina y en medio KsR/LIF mas
doxiciclina con el fin de expandir los cultivos de pre-iPSCs. Finalmente, la doxiciclina fue retirada

del medio para permitir la reprogramacién completa a iPSCs (iPSCs-MEF) (Figura 3A).

3.2. Reprogramacién de NSCs adultas

Las NSCs fueron obtenidas de la SVZ de ratones i4F-B adultos de dos meses de edad. Con el
fin de inducir la expresién del transgén OSKM, las células fueron cultivadas en medio NSC
completo (con mitégenos) con 1 pug/ml de doxiciclina desde el cultivo primario, y mantenidas en
estas mismas condiciones tras cada pase hasta la deteccion del marcador SSEA1 con la
metodologia descrita antes. La aparicion de este marcador fue acompafiada de la adhesion de
las células a la placa, por lo que se procedio a pasarlas y sembrarlas en medio ES/LIF (Tabla 8) con
1 ug/ml de doxiciclina sobre placas previamente tratadas con 0,1% de gelatina (20 minutos a 37
°C). La presencia de suero y LIF en el medio ES/LIF promovid la formacién de clones de células
positivas para SEEA1, estadio celular que denominamos de pre-iPSCs. En este momento, las
células fueron pasadas a medio 2i/LIF (Tabla 9) en presencia de 1 ug/ml de doxiciclina sobre
nuevas placas tratadas con 0,1% de gelatina. Este medio esta basado en la inhibicion dual (2i) de
la sefializacidn de las enzimas MAPK y GSK3, combinado con LIF. Este medio definido permite que
las pre-iPSCs alcancen un estado mds avanzado de pluripotencia con alta eficiencia (Silva J et al.
2008). El medio 2i/LIF fue cambiado cada dos dias hasta que aparecieron colonias de iPSCs bien
definidas. Para la expansidén de estas células, las colonias fueron subcultivadas utilizando
Accumax™ durante 10 minutos a temperatura ambiente. Finalmente, las células iPSCs generadas
a partir de las NSCs (iPSCs-NSC) fueron disgregadas y sembradas a una dilucion 1:5 en placas

tratadas con 0,1% de gelatina y sin doxiciclina (Figura 3B).
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Figura 3. Reprogramacion /in vitro de MEFs y NSCs de ratones reprogramables i4F-B con doxiciclina. A)
Protocolo de reprogramacion de MEFs en iPSCs. Los MEFs se obtuvieron de la disgregacion de embriones
i4F-B E14,5 y se cultivaron en medio MEF sobre placas gelatinizadas. Tras 24 horas, las células fueron
pasadas mediante disociacion y sembradas haciendo una dilucién 1:3. En el siguiente subcultivo las células
fueron sembradas en medio KsR/LIF. Para la reprogramacién se afiadié 1ug/ml de doxiciclina al medio
KsR/LIF y tras varios cambios de medio, las células formaron clones con caracteristicas de pluripotencia
(SSEA1 positivas). Estas células, llamadas pre-iPSCs, fueron pasadas y la doxiciclina fue retirada del medio,
permitiendo la reprogramacion final de los MEFs en iPSCs (iPSCs-MEF). B) Protocolo de reprogramacién de
NSCs en iPSCs. La SVZ de ratones adultos i4F-B fueron diseccionadas y las NSCs fueron cultivadas en medio
NSC (con los mitégenos FGF y EGF) en presencia de 1ug/ml de doxiciclina. Tras 2-3 pases, cuando las células
comenzaron a expresar el marcador temprano de pluripotencia SSEA1 (pre-iPSCs), fueron disgregadas y
sembradas en medio ES/LIF 15% suero (FBS) en presencia de doxiciclina. Las placas fueron previamente
tratadas con gelatina al 0,1%. Las células comenzaron a formar clones que fueron pasados y cultivados en
presencia de los inhibidores iIMEK e iGSK3B (medio 2i/LIF), condicion en la cual las iPSCs empezaron a
formar clones positivos también para Nanog. La adquisicién final de un estado de pluripotencia completo
(iPSCs-NSC) requirié de la eliminacion de la doxiciclina del medio. C) Representacion esquematica de la
aparicion de los marcadores asociados con pluripotencia SSEA1 (verde) y Nanog (rojo) durante la
adquisicion de la pluripotencia. Las células de origen MEFs o NSCs son negativas para ambos marcadores.
Las pre-iPSCs expresan el marcador SSEA1, pero no Nanog, que las iPSCs expresan ambos marcadores.
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3.3. Obtencién del factor inhibidor de leucemia (LIF)

Para que la reprogramacion de los MEFs y las NSCs a iPSCs tenga lugar, es necesario la
presencia de LIF en el medio de cultivo. El LIF es un factor implicado en la inhibicion de la
diferenciacién de las ESCs, manteniendo su estado pluripotente indiferenciado (N. A. Nicola &
Babon, 2015; Williams et al., 1988). El LIF es requerido también para la generacién
y mantenimiento de las iPSCs a partir de células somaticas (Graf, Casanova, & Cinelli, 2011). Para
su obtencion, el sobrenadante de células COS7 transfectadas con el plasmido pCAGGs-LIF fue
recogido y testado en células ESCs murinas utilizando una dilucién 1:50.000 a partir del
sobrenadante. El sobrenadante conteniendo el factor LIF fue congelado y mantenido a -20 °C

para posteriores usos.

Tabla 7. Preparacion del medio KsR/LIF. En la tabla se muestran los reactivos utilizados para la preparacién
del medio, las concentraciones de trabajo y de los stocks y el proveedor y el nimero de catdlogo del
producto utilizado. NEAA: Aminoacidos no esenciales (del inglés “Non essential aminoacids”). El LIF fue
afiadido fresco al medio.

Reactivo Concentracion trabajo Concentracion stock  Proveedor N2 Cat.
DMEM High Glucose 1x 1x (4 °C) Biowest L0101
Suero KsR 15% Puro (-20 °C)
L-Glutamina 2mM 200 mM (-20 °C) Gibco 25030-081
NEAA 1x 100x (4 °C) Gibco 11140050
Piruvato Sédico 1mM 100 mM (4 °C) Gibco 11360070
Penicilina/Estreptomicina 1x 100x (-20 °C) Biowest L0018-100
B-mercaptoetanol 0,1 mM 1M (4°C) Sigma M6250
LIF 1x 1000x (-20 °C) Casero*

Tabla 8. Preparacion del medio ES/LIF. En la tabla se muestran los reactivos utilizados para la preparacién
del medio, las concentraciones de trabajo y de los stocks y el proveedor y el nimero de catdlogo del
producto utilizado. El LIF fue afiadido siempre fresco al medio.

Reactivo Concentracion trabajo ~ Concentracion stock  Proveedor Ne Cat.
DMEM High Glucose 1x 1x (4 °C) Biowest L0101
FBS HI 15% Puro (-20 °C) Labclinics S181B-500
L-Glutamina 2mM 200 mM (-20 °C) Gibco 25030-081
NEAA 1x 100x (4 °C) Gibco 11140050
Piruvato Sédico 1mM 100 mM (4 °C) Gibco 11360070
Penicilina/Estreptomicina 1x 100x (-20 °C) Biowest L0018-100
B-mercaptoetanol 0,1 mM 1M (4°C) Sigma M6250
LIF 1x 1000x (-20 °C) Casero*
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Tabla 9. Preparacién del medio 2i/LIF. En la tabla se muestran los reactivos utilizados para la preparacion
del medio, las concentraciones de trabajo y de los stocks y el proveedor y el nimero de catdlogo (N2 Cat.)
del producto utilizado. El LIF fue afiadido siempre fresco al medio.

Reactivo Concentracion Concentracion stock ~ Proveedor N@ Cat.
trabajo

Neurobasal 0,5x 1x (4 °C) Gibco 21103049
DMEM/F12 (1:1) 0,5x 1x (4 °C) Gibco 11320-074
NaHCOs 0,1% 7,5% (4 °C) Biowest L0680-500
L-Glutamina 2mM 200 mM (-20 °C) Gibco 25030-081
NEAA 1x 100x (4 °C) Gibco 11140050
Piruvato Sédico 1mM 100 mM (4 °C) Gibco 11360070
Penicilina/Estreptomicina 1x 100x (-20 °C) Biowest L0018-100
B27 0,5x 50x (-20 °C) Gibco 17504-044
B-mercaptoetanol 0,1 mM 1M (4°C) Sigma M6250
Mix Hormonal N2 1x 10x (-20 °C) Casero *
LIF 1x 1000x (-20 °C) Casero *
iMEK 1uM 10 mM (-20 °C) Millipore 444968
iGSK3pB 3uM 10 mM (-80 °C) Millipore 361571

Tabla 10. Preparacion de la Mix Hormonal (HM) N2 10x. En la tabla se muestran los reactivos utilizados para
la preparacion de la Mix Hormonal, las concentraciones de trabajo y de los stocks y el proveedor y el
numero de catalogo (N2 Cat.) del producto utilizado. BSA: Albimina del suero bovino (del inglés “Bovine
Serum Albumin”). Se prepard a 10x y se mantuvo a -20°C hasta su uso.

Reactivo HM N2 10x Concentracion stock Proveedor Ne Cat.
DMEM/F12 (1:1) 1x 1x (4 °C) Gibco 11320-074
D(+)-Glucosa 0,6 % 30% (-20 °C) Panreac 141341
NaHCOs 0,1% 7,5% (4 °C) Biowest L0680-500
HEPES 5mM 1M (4 °C) Biowest L0180-100
Apo-Transferrina 1 mg/ml Polvo (-20 °C) Sigma T2252
Insulina Bovina 50 pg/ml 5 mg/ml en 0,01N HCI (-20 °C) Sigma 16634
Putrescina 160 pg/ml 160 mg/ml (-20 °C) Sigma P7505
Progesterona 60 ng/ml 0,6 mg/ml en 95% etOH (-20 °C) Sigma P6149
Selenito sédico 0,3 uM 3 mM (-20 °C) Sigma 59133
BSA 0.5 mg/ml 75 mg/ml (4 °C) Sigma B4287

4. Caracterizacién de las iPSCs
4.1. Deteccion de la actividad fosfatasa alcalina (AP)

Las células reprogramadas fueron fijadas con metanol frio (-20 °C) durante 2 minutos y
lavadas 3 veces con el tampdn Tris-HCl 0,1 M pH 8,5. A continuacion, las muestras se incubaron
con una solucién de tincién compuesta por fosfato de Naftol 0,1 mg/ml (Sigma, n2 cat. N4875),

Dimetilformamida 0,5% (Sigma, n? cat. D4551) y Fast Red Salt 0,6 mg/ml (Sigma, n? cat. F2256)
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en el tampdn Tris-HCI 0,1 M pH 8,5. Tras la incubacion, las células pluripotentes adquirieron una
tonalidad roja, momento en el que fueron lavadas de nuevo con el tampodn Tris-HCl vy
posteriormente, con agua destilada. Se obtuvieron imagenes de las células positivas para la AP

utilizando el microscopio invertido.

4.2. Formacién de cuerpos embrioides (EBs)

La capacidad de las iPSCs de formar tipos celulares pertenecientes a las tres capas
embrionarias fue testada mediante el ensayo de formacion de EBs por los métodos de la gota
colgante y de flotacién, tras la disgregacion de las iPSCs utilizando Accumax™ y posterior lavado

con medio EB (Tabla 11).

En el ensayo de diferenciacion en EBs por gota colgante, las células fueron centrifugadas
a 300 xg durante 5 minutos y resuspendidas en 1 ml de medio EB. Se cuantificd el nimero de
célulasy se prepard una soluciéon de 30.000 células/ml. Esta suspensidn celular fue sembrada en
forma de gotas de 20 pl (600 células por cada gota) en placas Petri, por su menor adhesion celular,
usando una pipeta multicanal. Las placas fueron incubadas boca abajo durante 3 dias en un
incubador humidificado a 37 °C y 5% de CO,. Pasados 3 dias, las placas fueron invertidas vy las
células se recogieron utilizando un volumen de 10 ml de medio EBy fueron sembradas en nuevas
placas tratadas previamente con una solucion de 0,4% de poly (2-HEMA) (Sigma, n? cat. P3932)
preparada en etanol:acetona (1:1) para evitar la adhesidon celular (VWR, n? cat. 83813.360;
Panreac, n? cat. 131007.1611). Los EBs en formacion, creciendo ahora en flotacién, fueron
incubados 4 dias mas en un incubador humidificado a 37 °Cy 5% de CO,. Transcurridos 4 dias, los
EBs fueron recogidos en tubos de 15 ml y se dejaron decantar al fondo del tubo para la
eliminacién del medio. En este momento, los EBs se sembraron en placas tratadas con 0,1% de

gelatina durante 3 dias mds en medio EBy a 37 °Cy 5% de CO; para posterior analisis (Figura 4A).

En el ensayo de diferenciacion en EBs por flotacion, se generd igualmente una solucion
de 30.000 células/ml que se sembro en placas Petri tratadas previamente con 0,4% de poly (2-
HEMA) preparada en etanol:acetona (1:1) en un volumen de 10 ml de medio EB. Las células
permanecieron en estas condiciones durante 4 dias en un incubador humidificado a 37 °Cy 5%
de CO,, tras lo cuales, los EBs en formacién se recogieron en tubos de 15 ml por decantacion. El
medio fue eliminado y los EBs se sembraron de nuevo en placas tratadas con gelatina al 0,1%
durante 3 dias mas en un incubador humidificado a 37 °Cy 5% de CO, para su posterior analisis

(Figura 4B).
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Figura 4. Diferenciacién de iPSCs en EBs. A) Esquema del protocolo seguido para la diferenciacion a EBs
siguiendo el método de la gota colgante. Las iPSCs que crecen sobre gelatina son disociadas y sembradas
en medio EB con una concentracion de 30 células/pl, en forma de gotas con 20 pl de la suspension celular
cada una. Las placas son invertidas e incubadas durante 3 dias (3 DIV) tras |los cuales los agregados celulares
se recogen y siembran en placas tratadas con poly-HEMA para evitar que se adhieran. Transcurridos 4 dias,
las esferas se siembran sobre placas tratadas con gelatina durante 3 dias mas, permitiendo la aparicion de
células pertenecientes a las tres capas germinales. B) Esquema del protocolo de diferenciacién de las iPSCs
a EBs mediante la estrategia de flotacién. Las iPSCs son disgregadas y sembradas con una densidad de 30
células/ul en medio EB sobre placas tratadas con poly-HEMA. Pasados 4 dias, los EBs son sembrados sobre
placas tratadas con gelatina durante 3 dias mds permitiendo la aparicién de células de las tres capas
germinales.

Tabla 11. Preparacién del medio EB. En la tabla se muestran los reactivos utilizados para la preparacién del
medio, las concentraciones de trabajo y de los stocks y el proveedor y el nimero de catdlogo (N2 Cat.) del
producto utilizado. FBS HI: Fetal Bovine Serum Heat Inactivated. La inactivacion del suero por calor se hizo
mediante incubacion del suero a 55°C durante 30 minutos.

Reactivo Concentracion Concentracion Proveedor Ne Cat.
trabajo stock

GMEM 1x 1x (4 °C) Biowest G5154
FBS HI 15% Puro (-20 °C) Labclinics  S181B-500
L-Glutamina 2mM 200 mM (-20 °C) Gibco 25030-081
NEAA 1x 100x (4 °C) Gibco 11140050
Piruvato Sédico 1mM 100 mM (4 °C) Gibco 11360070
Penicilina/Estreptomicina 1x 100x (-20 °C) Biowest L0018-100

B-mercaptoetanol 0,1 mM 1M (4°C) Sigma M6250
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4.3. Cariotipado de iPSCs

Para detectar posibles aberraciones cromosdmicas durante la reprogramacion se realizé un
estudio del cariotipo de las iPSCs. Para ello, se realizd un subcultivo de iPSCs adheridas a gelatina
y, trascurridas 24 horas (semiconfluentes), la division celular fue inhibida mediante 0,6 pg/ml de
Colcemida KarioMAX® (Gibco, n? cat. 15210-0.40) a 37 °C durante 2 horas. Pasado este tiempo,
se afiadio citrato sédico al 0,85% (Panreac, n? cat. 131655.1211), previamente atemperado a 37
°C para generar un choque hipotdnico. A continuacién, las células se levantaron utilizando un
telilla de nylon (Scraper celular, Biofil®) y se recogieron en tubos de 15 ml para posteriormente
ser incubadas a 37 °C durante 15 minutos, tras lo cual se afiadieron 10 gotas del fijador
metanol:acido acético (3:1) (Sigma, n2 cat. 32213-2; LabKem, n? cat. ACAC-GOP) frio mediante
pipeta Pasteur y se mezcld suavemente usando una pipeta de pldstico. Las células fueron
centrifugadas a 300 xg durante 10 minutos y lavadas tres veces con 5 ml del mismo fijador,
esperando 10 minutos entre cada centrifugacion con el fijador frio. Finalmente, tras la ultima
centrifugacion se elimind bien el sobrenadante y se afiadieron 2-4 gotas de fijador frio.
Finalmente, se realizaron las extensiones de cromosomas dejando caer una gota de la muestra
sobre portaobjetos inclinados 90° al mismo tiempo que se fijaron por calor. El contraste de los
cromosomas se realizd utilizando la tincion Giemsa (Panreac, n? cat. 251338.1611) durante 5
minutos y posterior lavado con agua destilada. El niUmero de cromosomas fue contado utilizando

un microscopio vertical (Nikon Eclipse Ni).
4.4. Reactivaciéon del cromosoma X

Para detectar la reactivacion del cromosoma X en las iPSCs, se realizo el anélisis de expresion
del gen asociado al silenciamiento Xist (Pasque & Plath, 2015) (Tabla Suplementaria 4), asi como
del gen asociado a su represion Tsix (Ohhata & Wutz, 2013; Pasque & Plath, 2015) (Tabla
Suplementaria 4), mediante PCR cuantitativa (qPCR) (apartado 11 Material y Métodos). También
se analizé la expresion del gen Fosfoglicerato quinasa o Pgk1 (Tabla Suplementaria 4), localizado
en el cromosoma X. Se utilizaron iPSCs-NSC procedentes de ratones macho para comparar con

respecto a las iPSCs hembras.
4.5. Diferenciaciéon de las iPSCs a NPs

La diferenciacién a neuroprogenitores (NPs) de las iPSCs se realizd siguiendo el protocolo
previamente descrito en (Bibel et al., 2007). Se sembraron 4 x 10° iPSCs-NSC en placas Petri p100
tratadas previamente con una solucion de 0,4% de poly (2-HEMA) en un volumen de 15 ml de
medio NPs (Tabla 12). El medio fue cambiado a los dos dias mediante la transferencia cuidadosa

de los agregados formados en suspension a tubos de 50 ml. Se esperd durante 3-5 minutos para
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gue estos agregados sedimentaran al fondo y poder asi eliminar el medio. Las células fueron
resuspendidas cuidadosamente en 15 ml de medio NPs y sembradas de nuevo en las mismas
condiciones. Dos dias después, el medio fue cambiado nuevamente por medio NPs fresco pero
afiadiendo 5 pM de &cido retinoico (RA) (Sigma, n? cat. R2625) y se refrescé tras dos dias. Dos

dias después, se recogieron los NPs para la obtencion del DNA y RNA.

Tabla 12. Preparacion del medio NPs. En la tabla se muestran los reactivos utilizados para la preparacion del
medio, las concentraciones de trabajo y de los stocks y el proveedor y el nimero de catdlogo (N2 Cat.) del
producto utilizado.FBS HI: Fetal Bovine Serum Heat Inactivated. La inactivacidon del suero por calor se hizo
mediante incubacion del suero a 55°C durante 30 minutos.

Reactivo Concentracion Concentracién Proveedor
trabajo stock

DMEM/F12 (1:1) 1x 1x (4 °C) Gibco 11320-074
FBS HI 10% Puro (-20 °C) Labclinics S$181B-500
L-Glutamina 2mM 200 mM (-20 °C) Gibco 25030-081
NEAA 1x 100x (4 °C) Gibco 11140050
Penicilina/Estreptomicina 1x 100x (-20 °C) Biowest L0018-100

B-mercaptoetanol 0,1 mM 1M (4 °C) Sigma M6250

5. Reprogramacion in vivo mediante el tratamiento con doxiciclina

5.1. Reprogramacion in vivo de la cepa i4F-B

Los animales i4F-B fueron tratados con 0,2 mg/ml de doxiciclina (Sigma, n? cat. D9891) en el
agua (Bezoya) de beber edulcorada con 7,5% de sacarosa (LabKem, n2 cat. SUCR-00A) durante
2,5 semanas. Un estudio previo realizado en nuestro laboratorio por la Dra. Raquel Montalban
Loro, permitié comprobar que la dosis idonea para el estudio era 0,2 mg/ml ya que dosis mayores
(0,5 mg/mly 1 mg/ml) eran letales para estos animales. También se realizd un analisis en el que
se observd que los efectos del tratamiento con doxiciclina no eran dependientes del sexo del
animal. Para este estudio de género se utilizaron animales i4F-B hembras y machos por separado
para analizar la induccion de la expresion del transgén OSKM, no observandose diferencias entre
ambos sexos ni en la expresion del casete ni en la mortalidad del tratamiento. El biberén con el
cual se les suministraba el agua fue tapado con papel de aluminio con el fin de evitar que la luz
degradase la doxiciclina y el agua fue cambiada cada dos dias. La sacarosa fue utilizada para
disimular el sabor de la doxiciclina y, de este modo, favorecer la ingesta del antibidtico. Se midié
el volumen de agua ingerida por los animales, asi como el peso de éstos, para controlar el
consumo de agua y evitar una deshidratacion a la vez que controlar la ingesta del antibidtico. Este

mismo seguimiento fue realizado en ratones que no eran portadores del casete OSKM y que

54



sirvieron como controles experimentales. Animales portadores del casete policistronico y del
activador transcripcional pero sin tratamiento con doxiciclina también se utilizaron como control.
Después de 2,5 semanas, el tratamiento fue interrumpido. La expresién del casete OSKM y de
marcadores indicadores de que la reprogramacion habia tenido lugar fueron analizados en

diversos tejidos, incluyendo cerebro, tras la aparicién de sintomas de posibles neoplasias.

5.2. Reprogramacion in vivo de la cepa GFAP-rtTA;idF

Para conseguir la reprogramacion de esta cepa, los animales i4F portadores del casete
policistronico OSKM fueron cruzados con animales GFAP-rtTA con el fin de reprogramar de
manera especifica las células que expresan el gen Gfap. Los ratones GFAP-rtTA;i4F fueron
tratados con 1 mg/ml de doxiciclinay 7,5% de sacarosa en el agua de beber. Para este estudio se
utilizaron como controles animales i4F, portadores del transgén OSKM pero sin el activador
GFAP-rtTA. Como en el caso de estos experimentos no se esperaba la formacion de tumores fuera
del SNC, el tratamiento con doxiciclina fue de 1 mg/mly durd 4 semanas. A pesar de no esperar
efectos en el peso de los animales, se controld cada dos dias el consumo de agua y la variacién

en el peso de los ratones.

Tras las 4 semanas de tratamiento, la doxiciclina y la sacarosa fueron retiradas del agua y se
esperd un mes para el sacrificio y obtencion de muestras de los ratones tratados. Por un lado, los
cerebros fueron embebidos en agar al 0,4% para ser cortados con vibratomo (Leica VT1200) a
200 um de grosor para la deteccion de tumores y el andlisis de la expresion génica. También se
hizo andlisis a partir de material fijado; para ello, los ratones fueron sacrificados por perfusion
intracardiaca con solucién salina al 0,9% para eliminar las células sanguineas durante 5 minutos,
seguido de paraformaldehido (PFA) al 4% en 0,1 M de PBS pH 7,4 con un flujo de 5,5 ml/min
durante 10 minutos. Tras la perfusion, el cerebro de los animales fue extraido y post-fijado
durante 1 hora en PFA al 4% en agitacion a 4 °C, tras lo cual, se eliminé el PFA y se lavaron los
cerebros con PBS 0,1 M pH 7,4. Los cerebros fijados se cortaron coronalmente mediante

vibratomo a 100 pm de grosor para su posterior procesado.

5.3.  Cultivo de células de cerebros de animales GFAP-rtTA;i4F reprogramados

La obtencion de células tumorales de animales GFAP-rtTA;i4F tratados con doxiciclina se
realizé mediante la disgregacién del cerebro de estos animales y posterior cultivo en medio GBM
(Tabla 6). Para ello, los cerebros fueron fragmentados y disgregados utilizando Neural Tissue
Dissociation kit (T) (Miltenyi, n? cat. 130-093-231) mediante gentleMACS Octo Dissociator
(Miltenyi), siguiendo las instrucciones del fabricante. Para inhibir la accién de la enzima tripsina

se utilizaron 3 ml de 100 pg/ml de inhibidor de tripsina (Sigma, n? cat. T6522) diluido en medio
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GBM (Tabla 6) y los fragmentos digeridos fueron mecédnicamente disociados. La suspension
celular fue posteriormente filtrada utilizando filtros nylon de 40 um (Labclinics, n2 cat. plc93040)
y los filtros fueron lavados con 5 ml mas de medio GBM. Las células fueron posteriormente
centrifugadas a 200 xg durante 10 minutos y resuspendidas en medio GBM con mitégenos para

ser sembradas a 37 °C al 5% de CO,. Se realizé un subcultivo de estas células cada cuatro dias.

6. Caracterizacion de las lineas celulares de GBM

6.1. Nucleofecién de lineas celulares de GBM

Para inducir la sobre-expresidn del gen Tet3 en la linea celular de GBM murina GBM-EGFR
utilizamos el sistema piggyBAC transposasa que permitio la sobre-expresion constitutiva de dicho
gen usando el pldsmido pIG-TET3 FL (GMB'3) o pIG-TET3 FL con el dominio catalitico mutado
(GBMTet3 lmuty (Figyra 5). El vector utilizado para la sobre-expresion de Tet3 con el dominio
catalitico mutado se basé en la mutacion de 3 bases en la secuencia del exén 9 del gen, dando
lugar a la modificacién de dos aminodcidos de la enzima TET3 que impiden la actividad de
desmetilacién de esta proteina (Figura 5). Estos plasmidos permitieron la seleccion de las células
nucleofectadas con el antibidtico blasticidina (5 pg/ml). Como control, las células GBM-EGFR
fueron nucleofectadas con el vector vacio plG-EV-GFP (GMB"") (Figura 5), las cuales fueron
igualmente seleccionadas con el antibidtico blasticidina. Estos plasmidos fueron generosamente

cedidos por el Dr. Wolf Reik (Brabaham Institute, Cambridge, UK).
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Figura 5. Vectores para la sobre-expresion de 7et3en el GBM. Con el fin de sobre-expresar el gen Tet3 en la
linea de glioblastoma GBM-EGFR, se utilizé el vector pIG-EV-GFP (parte superior) como control generando
la linea GBM©" ‘mientras que el vector pIG-TET3 FL (parte inferior) conteniendo el gen Tet3, fue utilizado
para sobre-expresar el gen (GBM'®3). También se utilizd la sobre-expresidon de Tet3 con el dominio
catalitico mutado mediante el vector pIG-TET3 FL CDmut (GBM' ©@mut) | os tres vectores presentan
resistencia a blasticidina y ampicilina; y fueron cedidos por el Dr. Wolf Reik (Universidad de Cambridge).

Para la nucleofeccion de las lineas de GBM, el medio GBM (Tabla 6) fue sustituido por medio
GBM sin penicilina/estreptomicina (P/S). Se disgregaron y centrifugaron 2x10° células a las cuales

se les afiadio directamente 5 ul de mezcla de DNA conteniendo 5,8 ug del plasmido plG-Tet3 FL

56



(GBM™3), plG-Tet3 FL CDmut (GBM'¢ Pmut) o del vector vacio plG-EV-GFP (GBM®") y 1,2 ug
de la transposasa (situada bajo el promotor CAG, generosamente cedida por la Dra. Cristina Gil
de la Universidad de Valencia). A continuacion, se afiadieron 95 pl de la Solucién de Nucleofeccion
del kit Mouse Neural Stem Cell Nucleofector™ (Lonza, n2 cat. VPG-1004) y la mezcla fue
resuspendida y puesta en una cubeta Nucleofactor™ (Amaxa). Las células fueron electroporadas
utilizando el programa A-31 del Nucleofector™ 2b (Amaxa). Rapidamente las células fueron
recogidas y sembradas en frascos de T25 con medio completo previamente atemperado, e
incubadas a 37 °Cy 5% de CO,. La seleccion de las células electroporadas se realizé mediante el
tratamiento con 5 pg/ml de blasticidina 48 horas tras la nucleofeccion, que fue retirado 48 horas

después.

6.2. Estudio del ciclo celular

Las células de GBM nucleofectadas GMB®", GMB® y GMB'? ©°™t fyeron sembradas en
medio GBM a una densidad de 10.000 células/cm? e incubadas a 37 °Cy 5% de CO, durante dos
dias, tras los cuales fueron recogidas y centrifugadas a 300 xg durante 5 minutos. Las células se
disgregaron mediante Accumax™ durante 10 minutos a temperatura ambiente para obtener una
suspension de células individuales que fueron tefiidas utilizando BD Cycletest™ Plus DNA Kit (BD
FACs, n2 cat. 340242), siguiendo el protocolo indicado por el fabricante. Este kit permitio el
analisis de las fases del ciclo celular en estos cultivos mediante la tincién con yoduro de propidio.
Como control negativo de la tincién se realizaron todos los pasos del protocolo excepto la
incubacion con el yoduro de propidio. Los porcentajes de células en cada fase del ciclo celular
fueron determinados mediante citometria de flujo con FACSVerse (BD) y analizados
posteriormente con el software FlowJo® descartando los dobletes de células y fragmentos

celulares.
6.3.  Ensayo de tumoresferas

Las células de GBM nucleofectadas GMB'®, GMB® ©Pmut o GMB"™ fueron disgregadas
mediante Accumax™ como en apartados anteriores. Una vez obtenido el precipitado celular tras
la centrifugacién y eliminacion del sobrenadante, éste fue resuspendido en el medio GBM con
mitdgenos y el numero de células viables fue determinado usando el contador automatico
ADAM-SSC. Las células fueron sembradas a baja densidad, 2.500 células en pocillos p96, en
medio GBM con mitdgenos y tras 4 dias a 37°C a 5% de COz, el nimero de tumoresferas formadas

fue contado manualmente utilizando un microscopio invertido de contraste de fases.

57



6.4.  Ensayo de proliferaciéon mediante marcaje con EQU

La deteccidon de células en fase S del ciclo celular se realizd mediante incorporacion del
andlogo de timidina EdU (5-etinil-2’-deoxiuridina) y posterior revelado. Para ello, las células
fueron sembradas sobre Matrigel® (Corning®, n2 cat. 354230) para su adhesién, tras lo cual
fueron incubadas durante 1 hora en presencia de EdU 10 uM (Click-1t® EdU Imaging Kits, n2 cat.
C10338) siguiendo las indicaciones del fabricante. Transcurrida una hora de incubacion, el medio
fue retirado y se procediod al lavado con PBS 1x y posterior fijacion con PFA al 4% durante 15
minutos a temperatura ambiente. Tras la fijacidn, las células fueron lavadas dos veces con BSA al
3% preparada en PBS 1x, y a continuacidn se realizd la permeabilizacién de las membranas
mediante 0,5% de Triton® X-100 (Sigma, n? cat. P1379) durante 20 minutos a temperatura
ambiente. Finalmente, se llevé a cabo el revelado de la EAU, mediante solucién de reaccién Click-
iT®, siguiendo las indicaciones del fabricante. El porcentaje de células EdU positivas fue estimado

a partir del nimero de células totales obtenidas mediante la tincién nuclear con DAPI.

6.5.  Ensayo de adhesion

La capacidad de adhesién de las lineas de GBM fue medida mediante un ensayo in vitro en
presencia de fibroblastos modificados para la sobre-expresién de la molécula de adhesion N-
Cadherina (NC-929), debido a la relacion entre la capacidad de invasion/migracion de los gliomas
y la expresién de la molécula de adhesion N-cadherina (Noh et al., 2017; Peglion & Etienne-
Manneville, 2012). Para ello, 24 horas antes del ensayo, fueron sembradas 40.000 células/pocillo
(en placa de 96) de los fibroblastos NC-929 en medio Snl (Tabla 13). Después de 24 horas los
fibroblastos alcanzaron la confluencia, tras lo cual, las células GBM fueron recogidas en tubos de
15 ml y centrifugadas a 200 xg durante 10 minutos. A continuacién, las células GBM fueron
resuspendidas y disgregadas mecdnicamente en medio GBM con una micropipeta p200 unas 20
veces. Un total de 1x10° células, estimado utilizando un ADAM-SSC, fueron centrifugadas a 200
xg 10 minutos y resuspendidas en 500 pl de HBSS-Hepes (1:100) sin Ca®* ni Mg?* (VWR, n2 cat.
X0509). Para marcar las células de GBM se les afiadié 1 ul del fluoréforo CellTrace™ Oregon
Green™ 488 Carboxylic Acid Diacetate, Succinimidyl Ester (Carboxy-DFFDA, SE; Invitrogen™, n@
cat. C34555) y se incubaron durante 8 minutos en el bafio a 37 °C, protegidas de la luz.
Transcurrido dicho tiempo, se lavaron las células con medio GBM vy se centrifugaron a 200 xg
durante 10 minutos, tras lo cual, se resuspendieron en 1 ml de medio GBM. Nuevamente se
procedid a estimar la densidad celular y se sembraron un total de 6.500 células/pocillo en medio
GBM con mitdgenos. Previamente, los fibroblastos NC-929 fueron lavados con medio GBM dos

veces para eliminar los restos de suero. Los co-cultivos de células fueron entonces incubados a
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37 °C durante 40 minutos para permitir la adhesion de las células de GBM, tras lo cual, se
realizaron cuatro lavados para retirar las células no adheridas. Finalmente, las células fueron
fijadas con PFA al 2% durante 15 minutos a temperatura ambiente, seguido de un lavado con PBS

0,1 M pH 7,4 e incubacion con 1 pg/ml de DAPI durante 2 minutos.

El nimero de células de GBM adheridas a la monocapa de fibroblastos fue estimado a
partir de fotografias obtenidas en un IN Cell Analyzer 2000 (General Electric Healthcare) y
analizadas con la ayuda de Pau Carillo, del laboratorio de la Dra. Isabel Farifias, mediante el script

“Cell Adhesion” (https://github.com/paucabar/cell adhesion assay), implementado como una

macroinstruccion de Imagel disponible a través del lugar de actualizacion de Fiji “NeuroMol Lab”.
De este modo se obtiene el nimero de células de GBM adheridas por mm? a la monocapa de

fibroblastos NC-929.

Tabla 13. Preparacién del medio Snl. En la tabla se muestran los reactivos utilizados para la preparacién del
medio, las concentraciones de trabajo y de los stocks y el proveedor y el nimero de catdlogo (N2 Cat.) del
producto utilizado. FBS HI: Fetal Bovine Serum Heat Inactivated. La inactivacion del suero por calor se hizo
mediante incubacion del suero a 55°C durante 30 minutos.

Reactivo Concentracién Concentracién Proveedor
trabajo stock
DMEM High Glucose 1x 1x (4 °C) Biowest L0101
FBS HI 10% Puro (-20 °C) Labclinics S181B-500
L-Glutamina 2mM 200 mM (-20 °C) Gibco 25030-081
Penicilina/Estreptomicina 1x 100x (-20 °C) Biowest L0018-100

6.6.  Ensayo de angiogénesis

El estudio del papel de Tet3 en la capacidad de angiogénesis del GBM se realizé mediante
el analisis de la proliferacion de células endoteliales humanas de cardcter venoso de corddén
umbilical (HUVEC) (Bishop et al., 1999) tras el co-cultivo con células GBM<""® GBM'¢3 o GMBT®*
Omut para ello, se cultivaron células HUVEC sobre gelatina 0,1% en medio de células endoteliales
(Tabla 14) en pocillos p48, y transcurridas 24 horas, el medio de células endoteliales fue sustituido
por medio GBM (Tabla 6) y se sembraron 10.000 células GBM®", GMB' y GBM'¢3 Omut sopre
transwells semipermeables (Sarstedt, n? cat. 833.932.041). Tras 24 horas de condicionamiento

del medio, se realizé un pulso de EdU durante 1 hora (apartado 6.4).

Posteriormente, las células de GBM fueron retiradas, y las HUVEC fueron lavadas con

PBS 1x vy fijadas con PFA 2% durante 15 minutos a temperatura ambiente.
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Tabla 14. Preparacion del medio de células endoteliales. En la tabla se muestran los reactivos utilizados para
la preparacién del medio, las concentraciones de trabajo y de los stocks y el proveedor y el nimero de
catadlogo (N2 Cat.) del producto utilizado. FBS HI: Fetal Bovine Serum Heat Inactivated. La inactivacién del
suero por calor se hizo mediante incubacion del suero a 55°C durante 30 minutos.

Reactivo Concentracién Concentracién Proveedor
trabajo stock
Medio EndoGRO basal 1x 1x (4 °C) Sigma SCME-BM
FBS HI 2% Puro (-20 °C) Labclinics $181B-500
L-Glutamina 2mM 200 mM (-20 °C) Gibco 25030-081
Suplemento Endogro LS 0,2% 100% (-20 °C) Sigma SCME-001-S
Acido ascérbico 50 pg/ml 50 mg/ml Sigma SCME-001-S
Heparina 0,75U/ml 750 U/ml Sigma SCME-001-S
Hidrocortisona 1 pg/ml 1 mg/ml Sigma SCME-001-S
hemisuccinato

Antibiético/Antimicético 1x 100x (-20 °C) Gibco 15240-062
rhEGF 5ng/ml 5 pg/ml Sigma SCME-001-S

7. Estudio de la capacidad de formacién de tumores

Para estudiar la capacidad de las células de formar tumores, se realizd una inyeccién de las
células en ratones inmunocomprometidos (Nude). Tanto para la inyeccién de las iPSCs, como para
las células tumorales, éstas fueron previamente disgregadas con Accumax™ vy lavadas con PBS.
Dado que la matriz adhesiva Matrigel® mejora la eficiencia de la formacion del tumor (Prokhorova
et al., 2009), las células fueron resuspendidas en PBS suplementado con 30% de Matrigel®. Se
inyectaron subcutdneamente en el drea dorso-lateral de la region caudal a cada lado del animal
1,5x10° células/200 pl de iPSCs, y 2x10° células/200 pl de GBM y células GFAP-rtTA;i4F, utilizando
jeringuillas de 1 ml. Los tumores alcanzaron un tamafio de entre 1,5-2 cm, momento en el cual

fueron extraidos para su andlisis.

Para el estudio de los tumores, éstos fueron divididos en dos partes, una de ellas fue utilizada
para la extraccion de RNA y analisis de expresién génica por gPCR. La otra parte del tumor se fijé
con mezcla fijadora metanol:acido acético (3:1) por inmersién durante toda la noche en agitacion
a 4 °C para su posterior analisis histoldgico. La muestra fijada fue posteriormente deshidratada
con lavados de 2 horas en alcoholes de gradacién creciente (etanol al 70%, 96% y 100%) cada
uno, y posterior aclarado con tolueno (Panreac, n? cat. 141746.1611) durante 3 horas.
Posteriormente se realizd una inclusion con 1:1 parafina:tolueno durante toda la noche a 60°C,
seguida de unainclusion en parafina (Panreac, n2 cat. 256993) durante 3 horas a 60°C. Finalmente

se confecciond el bloque y se realizaron cortes de 10 um de grosor utilizando el micrétomo de
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parafina (Leica, n? cat. RM2125). Los cortes fueron tratados con tolueno durante 15 minutos y
rehidratados con lavados de alcoholes de concentracion decreciente (etanol al 100%, 96% y 70%)
durante 5 minutos cada uno y tras un lavado final de 5 minutos con agua destilada, los cortes
fueron tefiidos con hematoxilina-eosina. Para ello, se realizé una tincién de 10 minutos con
hematoxilina férrica (1 gr hematoxilina en 100 ml de etanol 96° + 1,16 gr de ClsFe y 1 ml de CIH
en 98 ml de agua destilada; relacién 1:1). Tras la tincion, los cortes fueron lavados con agua
destilada y tefiidos con eosina durante 7 minutos y nuevamente lavados con agua destilada.
Finalmente, las muestras fueron sometidas a montaje permanente para su observacién al
microscopio Optico. Para la deteccién de tumores cerebrales en animales GFAP-rtTA;i4F
reprogramados se utilizo la tincion de hematoxilina de Gill (Sigma; n2 cat. 1.05175.0500) durante
9 minutos en cortes coronales de 40 um de grosor, tras lo cual, se lavaron con agua corriente.
Posteriormente, se tifieron con eosina durante 9 minutos y se lavaron con agua destilada, tras lo
cual se montaron y observaron por microscopia O6ptica. También se utilizdé la técnica

inmunohistoquimica para la deteccion de marcadores de interés.

En el caso de las células GBM, las tres lineas GMB®"™ GMB® y GMB' Mt fyeron
utilizadas para este estudio, inyectandose las células GMB®"" en el lado izquierdo del animal

B7e3 it en el lado derecho para minimizar

inmunocomprometido, y las células GMB’3 o las GM
la variabilidad que pueda ser debida a la resistencia del animal para formar el cancer. Esta practica

también se llevd a cabo en las inyecciones de NSCs control y GFAP-rtTA/i4F.

8. Deteccion in situ de proteinas

8.1.  Inmunohisto/citoquimica

Para la deteccion de proteinas en las células cultivadas, estas fueron sembradas en pocillos
de p48 sobre cristales tratados con acido nitrico (Panreac, n2 cat. 141037.1611). Debido a que las
NSCs y los NPs, asi como las lineas celulares de GBM, crecen en flotacién, los pocillos fueron
tratados con Matrigel® durante 2 horas a 37 °C previamente a la siembra de estas células. En el
caso de las iPSCs, las células se sembraron en pocillo tratados con 0,1% de gelatina durante 20
minutos a 37 °C. Las células fueron fijadas con PFA al 2% durante 15 minutos a 37 °C, tras los
cuales, fueron lavadas con PBS 0,1M. A partir de este paso, tanto las células como los cortes de
tejido, fueron procesados de la misma forma. Se procedid a la incubacién con una solucién de
bloqueo compuesta por 0,2% de Triton-100, 1% de glicina (Fisher, n? cat. 10754724), y 10% suero
(Labclinics; n2 cat. S181B) en PBS 0,1M durante una hora en agitacién a temperatura ambiente.

A continuacion, las muestras fueron incubadas con los anticuerpos primarios (Tabla
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Suplementaria 1) durante toda la noche a 4 °C y en agitacion. Al dia siguiente, el anticuerpo
primario fue eliminado y se lavd tres veces con PBS 0,1M durante 5-10 minutos cada lavado.
Finalmente, las muestras fueron incubadas con anticuerpos secundarios (Tabla Suplementaria 2)
durante 1 hora en agitacién a temperatura ambiente. Después de varios lavados, se afiadié DAPI
a una concentracion de 1 ug/ml durante 2 minutos para contratefiir los nicleos. Los cristales y

los cortes se montaron sobre portaobjetos utilizando el medio de montaje FluorSave™.

8.2.  Citometria de flujo

Para la deteccién de marcadores de membrana (SSEA1 y CD44) por citometria de flujo, las
células fueron centrifugadas y disgregadas, y se lavaron con medio GBM sin mitégenos y fueron
centrifugadas nuevamente a 300 xg durante 10 minutos. El medio fue eliminado vy las células
resuspendidas en 100 pl del tampdn de bloqueo de citometria de flujo (Tabla 15) que contenia
los anticuerpos primarios conjugados con fluoréforos de interés (Tabla Suplementaria 1). La
incubacion con dichos anticuerpos se realizé a 4 °C durante 30 minutos, tras lo cual, las células se
lavaron con tampdn de blogueo de citometria de flujo, se centrifugaron y resuspendieron en 500
ul del tampdn, al cual se le afiadio 0,1 pg/ml de DAPI para la exclusion de las células muertas en

el analisis. Dicho analisis se realizé utilizando un citémetro LSR-Fortessa (Becton Dickinson).

Tabla 15. Solucién de bloqueo para citometria de flujo. En la tabla se muestran los reactivos utilizados para
la preparacion de la solucién de bloqueo, las concentraciones de trabajo y de los stocks y el proveedor vy el
numero de catalogo (N2 Cat.) del producto utilizado.

Reactivo Concentracion Concentracion Proveedor
trabajo stock
HBSS 1x 10x Gibco 14185052
Glucosa 0,1% 30% (-20 °C) Panreac 141341
HEPES 1M 10 mM (4 °C) Biowest L0180-100
BSA 0,5% Puro (4 °C) Sigma B4287
EDTA 2mM 20mM (4 °C) Sigma E6511

9. Extraccién de RNA y anilisis de la expresion génica

La extraccién de RNA en tejidos y en cultivos celulares fue realizado mediante el Kit RNeasy
Mini (Qiagen, n® cat. 74104) siguiendo el protocolo indicado por el fabricante, incluyendo una
digestion de DNA mediante RNAse-free DNAse set (Qiagen, n2 cat. 79254). En los tejidos, un
volumen de 600 pl del componente RLT®, mezclado con B-mercaptotenol en una proporciéon
1:100, se afiadio a la muestra para posteriormente ser disgregada con una matriz de lisado (MP

4TI\/I

BiomedicalsTM BioPulverizer System |, n2 cat. 6750-200) en un BioRotor FastPrep-2 Classic
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bead beating grinder and lysis system (MP™, n2 cat. 116004500). EI RNA fue cuantificado
mediante un espectofotémetro NanoDrop™ 2000 (Thermo Scientific) y guardado a -80°C hasta
su uso. Se realizé la retrotranscripcién de 1 pug de RNA en cDNA usando RevertAid H Minus First
Strand cDNA Synthesis Kit (Thermo Fisher, n2 cat. K1632) segun el protocolo indicado por el

fabricante.

El analisis de expresion génica fue llevado a cabo mediante gPCR en un aparato Step One Plus
real-time PCR (Applied Biosystem), usando 4 ng del cDNA y sondas TagMan™ especificas para
cada gen (Applied Biosystems) (Tabla Suplementaria 3) o sondas SYBR-green (Tabla Suplementaria
4). En el caso de las sondas TagMan™, se utilizd TagMan™ Fast Advanced Master Mix (Applied
Biosystems, nQ cat. 4444557) en un volumen final de 10 pl. Los niveles de expresion de cada gen
fueron obtenidos mediante cuantificacidn relativa (ACt) usando la expresion de los genes Gapdh
y 18S como controles enddgenos. En el caso de las sondas SYBR-green, se utilizd SYBR® Premix Ex
Tag™ (Takara, n? cat. RR420) con temperaturas de alineamiento especificos de cada par de
sondas. Una curva estandar fue realizada con diluciones seriadas a partir de una mezcla de cDNA
generada con 1 ul de cada muestra analizada. En este caso, la expresién de cada gen fue calculada

relativa al gen Gapdh como control endégeno.

10. Estudio del estado de impronta genémica

Para analisis de la expresion alelo-especifica de los genes improntados mediante la
identificacion de polimorfismos de nucledtido simples (SNPs) se utilizaron animales hibridos de
primera generaciéon (F1) de dos meses de edad obtenidos a partir de cruces reciprocos entre las
cepas Mus musculus domesticus i4F-B, de fondo genético C57/BL6 (B6), y la cepa Mus musculus

castaneus, de fondo genético CAST/EiJ (CAST).

10.1. Identificacién de polimorfismos de nucleétido simples

Las secuencias de DNA gendmico (gDNA) y DNA complementario (cDNA) de los genes
improntados de interés fueron obtenidas de la base de datos NCBI Web Site. Para la identificacion
de los SNPs entre las subespecies se disefiaron cebadores para la amplificacion de la region de
cDNA de interés en ratones C57/BL6 y ratones CAST/EiJ de dos meses de edad. Los productos de
las PCRs realizadas en muestras de las dos subespecies fueron secuenciados y dichas secuencias
obtenidas fueron alineadas entre ellas para la confirmacion de la presencia de SNPs entre las dos
subespecies. En la Tabla Suplementaria 5 se listan los SNPs identificados y analizados junto con

los cebadores utilizados para la amplificacién de la secuencia que contiene el SNPs. La
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amplificacion por PCR del segmento de interés se testd mediante electroforesis en gel de agarosa

al 2%.

10.2. Determinacion de la expresion alelo-especifica

Para determinar la expresién alelo-especifica de los genes improntados candidatos en las
NSCs, iPSCs y NPs, se amplificaron las regiones que contenian el SNP para el gen estudiado
mediante PCR utilizando cebadores especificos (Tabla Suplementaria 5) para cada gen a partir de
cDNA. Posteriormente se procedid a la secuenciacién de los productos de PCR para lo cual se
llevé a cabo a la purificacion directa de este producto utilizando el kit de purificacion MiniElute®
PCR (Qiagen, n? cat. 28004) siguiendo el protocolo indicado por el fabricante. En el caso de genes
con diferentes isoformas, la purificacion se hizo a partir del corte y extraccion del DNA a partir
del gel de agarosa tras la electroforesis utilizando QlAquick® Gel Extraction Kit (Qiagen, n2 cat.
28704) siguiendo el protocolo indicado por el fabricante. En ambos tipos de purificacion, el DNA
resultante fue eluido en 11 pl de agua destilada y se procedid a su cuantificacion con NanoDrop™.
Un total de entre 20 y 80 ng/ul de muestra fue enviada a la compafiia GATC Biotech para su
secuenciaciéon junto con 5pmol/ul del cebador correspondiente (Tabla Suplementaria 5) en un

volumen final de 10 pl.

11. Estudio de metilacion del DNA en las ICRs

11.1.  Extraccién del DNA genémico

La obtencién de DNA para el posterior estudio de los niveles de metilacion fue realizada
mediante la recogida y centrifugacion de las células a 300 xg durante 5 minutos y posterior
homogeneizacién con 0,5 ml de la solucién de extraccion (NaCl a 35 mM, EDTA a 20 mM, SDS al
0.5%, de Proteinasa K a 0,1 mg/ml en de Tris-HCl a5 mM vy pH 8) a 55 °C durante toda la noche.
A continuacion, se afiadié 1 ml de fenol a pH 8 (Sigma, n? cat. P9346). Las muestras fueron
agitadas durante 15-30 minutos y posteriormente centrifugadas a 13.000 rpm durante 30
minutos. La fase acuosa fue entonces transferida a nuevos tubos de 2 ml a los que se les afiadio
1 ml de solucion fenol:cloroformo (1:1) equilibrado. Las muestras se agitaron de nuevo durante
15-30 minutos y se centrifugaron a 13.000 rpm durante 30 minutos. La fase acuosa se transfirid
a nuevos tubos y se afiadid 1 ml de cloroformo (Sigma, n2 cat. C2432). Finalmente, las muestras
se agitaron durante 15-30 minutos y se centrifugaron a 13.000 rpm otros 30 minutos. A
continuacion, la fase acuosa fue transferida a tubos de 15 ml a los que se afiadio 200 pl de

NH4CHsCO; a 10 M. Las muestras fueron agitadas suavemente y se les afiadid 2 ml de etanol
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absoluto, tras lo cual, se dejaron en agitacién durante toda la noche a 4 °C para favorecer la

precipitacién del DNA.

Finalmente, las muestras fueron centrifugadas a 3.000 rpm durante 5 minutos vy el
sobrenadante fue eliminado. Los pellets de DNA se incubaron con etanol al 70%, invirtiendo el
tubo varias veces y se centrifugaron a 3.000 rpm durante 5 minutos. El sobrenadante fue
eliminado y se afiadieron 200 pl de agua inmediatamente despuésy se incubd a 55 °C durante 1
hora para facilitar la resuspension del DNA. Los DNAs fueron cuantificados usando el fluorémetro

Qubit™ 3.0 (Thermo Fisher) y posteriormente guardados a -20 °C.
11.2.  Analisis de metilacién por pirosecuenciacién

El andlisis de los niveles de metilacion en las DMRs de regiones de control de impronta en las
células se hizo mediante pirosecuenciacién en el laboratorio de la Dra. Anne Ferguson-Smith del
Departamento de Genética de la Universidad de Cambridge durante mi estancia pre-doctoral en
dicho laboratorio. Para ello, se llevé a cabo la conversion bisulfitica del DNA utilizando EZ DNA
Methylation-Direct™ Kit (Zymo, n? cat. D5020) y siguiendo el protocolo indicado por el fabricante
(Figura 6). Esta técnica se basa en la conversidn de las citosinas del DNA que no se encuentran
metiladas en uracilos, mientras que aquellas citosinas que presentan un grupo metilo no cambian
durante el tratamiento. Para ello, 1 ug de DNA de cada muestra fue incubado con 130 ul de la
solucion CT Convertion Reagent® durante 8 minutos a 98°C, seguida de una incubacion de 64°C
durante 3,5 horas. Posteriormente, las columnas Zymo-Spin™ fueron tratadas con 600 ul de M-
Binding Buffer®, a las cuales se les afiadié las muestras convertidas. Las columnas fueron
centrifugadas a >10.000 g durante 30 segundos, y el sobrenadante fue descartado. Se afiadieron
100 pl de M-Wash Buffer® y se volvid a centrifugar a maxima velocidad durante 30 segundos. A
continuacion, se afiadieron 200 ul de M-Desulphonation Buffer® y se dejaron incubando entre
15-20 minutos. Transcurrido ese tiempo, las columnas fueron centrifugadas a maxima velocidad
durante 30 segundos. Finalmente, se afiadié el tampdn de lavado a las columnas y se volvid a
realizar la centrifugacion como anteriormente. Este uUltimo paso fue repetido dos veces antes de

eluir el DNA con 10 pl de M-Elution Buffer® (Figura 6).

Una vez convertido el DNA, se realizd la amplificacién por PCR de las DMRs de interés con
sondas especificas biotiniladas (Tabla Suplementaria 6) seguido de su pirosecuenciacién. La
verificacion de una correcta amplificacién en la PCR fue realizada por electroforesis en gel de
agarosa al 1,5% para cada producto de PCR. Para la pirosecuenciacion, los productos de PCR
fueron purificados utilizando bolas magnéticas conjugadas con estreptavidina, Streptavidin

Sepharose® High Performance Beads (GE Healthcare, n? cat. 17-5113-01) y tampdn de unién
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(Tris-HCl pH 7,6 @2 10mM, NaCl a 2M, EDTA a 0,1mM vy Tween®-20 al 0,1%). Los productos de PCR
fueron incubados con esta solucién durante 5 minutos en agitacién. Al mismo tiempo, una
solucion de la sonda especifica para la secuenciacion de las regiones de interés (Tabla
Suplementaria 6) y tampodn de anillamiento (C4H11NOs - C;H402 a 20 MM y pH 7,6 y Mg(CaH303)2
a 2 mM) fue afiadida a las placas de pirosecuenciacién de 96 pocillos. La desnaturalizacion y
purificacién de las muestras se realizd utilizando PyroMark® Q96 Vacuum Workstation (Qiagen)
haciendo un lavado con etanol al 70%, seguido de un lavado con NaOH a 0,2 N y otro con Tris-
acetatoa 10 mMy pH 7,6. A continuacion, las muestras fueron afiadidas a la placa preparada con
la sonda especifica y la pirosecuenciacion fue realizada utilizando el sistema PiroMark® MD
(Qiagen) mediante PyroMark® Gold Q96 Reagents (Qiagen, n? cat. 972804) (Figura 6). La
determinacion del porcentaje de metilacion en locus especificos fue calculado como 2-%cx 100%,
donde AACt = (CTrarget — CTReference) Muestra — (CTrarget — CTreference) DNA completamente metilado.

' e
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Figura 6. Estudio de metilacién de DMRs en regiones de control de impronta. Esquema del protocolo seguido
para el analisis de los niveles de metilacién de las DMRs de interés en las NSCs, iPSCs, NPs y GBM-EGFR,
mediante pirosecuenciacion. Para ello, se llevd a cabo la conversidn bisulfitica del gDNA de las células que
transforma las citosinas (C, rojo) no metiladas en uracilos (U, verde), mientras las citosinas metiladas (CH3)
no pueden ser convertidas (1). El DNA resultante es purificado y amplificado por PCR utilizando cebadores
especificos de la regién de interés marcados con biotina (2). El producto de PCR contendra timidina (T,
verde) en aquellas posiciones que habian sido converitdas en U en el paso anterior. Finalmente, el DNA se
purifica y se secuencia utilizando cebadores especificos (3). La comparacion entre la secuencia obtenida y
la secuencia de origen permite obtener el porcentaje de citosinas inicialmente metiladas.
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12. Anadlisis estadistico de los datos

Todos los tests estadisticos han sido llevados a cabo mediante el software GraphPad Prism
(version 5.00). La significatividad entre diferencias de medias de grupos experimentales fue
realizada usando Student t-test de dos colas pareado o no pareado o one-way ANOVA (ANalysis
Of VAriance) seguido por el test Tukey post-hoc. Los valores relativos (valores normalizados y
porcentajes) fueron transformados usando arcsen previamente al analisis estadistico. Los p-
valores por debajo de 0,05 fueron considerados significativos. Los datos han sido representados
como la media * error estandar de la media (s.e.m.), y el niumero de cultivos o animales

independientes utilizados en cada experimento se ha indicado en las figuras.

67



Tablas suplementarias

Tabla Suplementaria 1. Listado de anticuerpos primarios utilizados. ICC: inmunocitoquimica, IHC:
inmunohistoquimica, FACS: citometria de flujo.

Anticuerpo primario Compaiiia
Active Motif
Diagenode
Covance
Cell Signaling
Abcam
BD Biosciences
Cell Signaling
BD Biosciences
eBioscience
Cell Signaling
Santa Cruz
Millipore
Millipore
Abcam
Sigma
Reprocell
Hybridoma Bank
Santa Cruz
Millipore
Abcam
R&D Systems
Santa Cruz
BD Biosciences
Millipore
Fitzgerald

Huésped
Conejo
Raton
Raton
Conejo
Rata
Rata
Ratoén
Rata
Ratoén
Conejo
Cabra
Pollo
Rata
Conejo
Raton
Conejo
Ratoén
Ratdén
Conejo
Raton
Cabra
Ratoén
Ratdén
Conejo
Cobaya

Dilucion
1:1000
1:1000

1:300
1:300
1:300
1:100
1:1000
1:100
1:400
1:200
1:100
1:600
1:300
1:100
1:200
1:100
1:4
1:200
1:200
1:100
1:200
1:50
1:100
1:100
1:200

Ne Cat.
36769
C15200006
PRB-435P
9587
Ab6326
550274
5640S
560570
13A4
4267
sc-1237
AB5541
MAB1378
ab15580
MAB3418
RCABOO2PF
Rat-401
sc-5279
AB9610
ab18147
AF2018
SC-21702
562277
ABE290
20R-VP004

Aplicacién
ICC
ICC

ICC/IHC
ICC
ICC
IHC

ICC/IHC

FACS

ICC/IHC
ICC

ICC/IHC

ICC/IHC
IHC

ICC/IHC
ICC

ICC/IHC

ICC/IHC
ICC

ICC/IHC

ICC/IHC

ICC/IHC

ICC/IHC

FACS
ICC
IHC
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Tabla Suplementaria 2. Listado de anticuerpos secundarios utilizados. ICC: inmunocitoquimica, IHC:

inmunohistoquimica.

Anticuerpo
secundario

Compafiia
Jackson ImmunoResearch
Jackson ImmunoResearch
Jackson ImmunoResearch
Jackson ImmunoResearch
Jackson ImmunoResearch
Jackson ImmunoResearch
Jackson ImmunoResearch
Jackson ImmunoResearch

Jackson ImmunoResearch
Jackson ImmunoResearch

Dilucié

n

1:600

1:600

1:600

1:600

1:600

1:600

1:600

1:800

1:800
1:800

N@ Cat.

711-545-152

703-545-155

715-545-150

705-605-003

711-605-152

703-605-155

715- 605-151

711-165-152

712-165-153
715-165-151

Aplicacion
ICC/IHC
IHC
ICC/IHC
IHC
ICC
IHC
ICC/IHC
ICC/IHC

IHC
ICC/IHC
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Tabla Suplementaria 3. Listado de sondas Tagman murinas utilizadas.

Cddigo sonda Tagman

Cddigo sonda Tagman
(Applied Biosystems)

(Applied Biosystems)

Hs99999901 s1
Mm00431715_m1
Mm01277161_m1
Mm01211402_m1
Mm01272135 gl
Mm00515474_m1
Mm00500947_m1
Mm01187905_m1
Mm00548953_s1
Mm00494477_m1
Mm01187857_m1
Mm01976556_s1
Mm99999915 g1
Mm01253033_m1
MmO01180443 m1
MmO01156721 gl
Mm00439564_m1
Mm00439576_m1
Mm00731595_gh
Mm01222421-m1
Mm00844026_s1
Mm00481540_s1
Mm03456293_m1
Mm00440285_m1
Mm02384862_g1

Tabla Suplementaria 4. Listado de sondas SYBR utilizadas.

Casete OSKM  Fw — ACTGCCCCTGTCGCACAT
Rv - CATGTCAGACTCGCCAGGTG
Gapdh Fw - GAACATCATCCCTGCATCCA
Rv - CCAGTGAGCTTCCCGTTCA
Gnas Fw — AGAAGGACAAGCAGGTCTACCG
Rv — GTTAAACCCATTAACATGCAGGA
Pgk1 Fw — GTAAAGGCCATTCCACCACCAA
Rv — AGCTGAGCCGGCCAAAATTGAT
Tsix Fw — TGTCAGGTTTCGGGGACACT
Rv — CTCTCCAGCCCAGGAACTGA
Xist Fw — CTCATAGTAGTGGCCGACTA

Rv - TAAGCCCGTTAAGTAGTCCTT

Mm02524479 sl
MmQ00450205_m1
Mm00658129_gH
Mm01210556_m1
MmO01731287_m1
MmQ00443081_m1
Mm01337379_m1
Mm01167724_m1
MmO00844053_s1
MmO00493899 g1
MmQ0477208_m1
MmQ00441097_m1
MmO01325842 gl
MmQ00459056_m1
Mm04204818_m1
Mm03053810_s1
Mm01169087_m1
MmO00524395 m1
MmQ00805756_m1
MmQ0447557_m1
MmO00727586_s1
Mm01333430_m1
Mm01254509_m1
Mm01194089 gl
Mm00656094_m1
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Tabla Suplementaria 6. Listado de cebadores utilizados para el estudio de metilacion de los genes
improntados. Fw: cebador situado a 5’ de la secuencia amplificada, Rv: cebador situado a 3’ de la secuencia
amplificada, Seq: cebador utilizado para secuenciar

Alelo metilado

paterno

Cebadores
Fw - GGAGTTGTGATTAGGGAATGAT

Rv - ACTAAACCCTCCTAATTCCTATATTTCT

Seq - AGGTAGGTATGTTGG

187 bp

Mcts2

materno

Fw - TGAAGAAGAATTAGTGGGGTAA

Rv - ACAATTAAACACACTTTCCTTCTC

Seq - GGTGTTATTTTTTTTGTAGA

50°C

279 bp

Pegl0

materno

Fw - AATTTTGTTAAGTTTTTAGTGGTTAGAT

Rv - CACTTAAAAATACAAAACCAATCACTT

Seq - CACAATTCCATCAATAACT

55°C

226 bp

Peg3

materno

Fw - TTGGATTGGTTAGAGAGGAAGT

Rv - ACAATCTAATACACCCACACTAA

Seq - GGAGAGATGTTTATTTTG

60 °C

191 bp

Snrpn

materno

Fw - TTGGTAGTTGTTTTTTGGTAGGAT

Rv - TCCACAAACCCAACTAACCTTC

Seq - GTGTAGTTATTGTTTGGGA

54°C

240 bp

KvDMR

materno

Fw - AGAAGGGTGTTGAAGAAAAATT

Rv - ATCCTAAACCTAAACCTCCATAA

Seq - GTTGAGAAGTTAAGTGGA

55°C

217 bp

Plagll

materno

Fw - TGTTAGGAGAGTGAGGTTGGAGAA

Rv - CATACAACCATCCCCTTAACT

Seq - GTTTTAGTTTAATTGAGTGATAAAT

60 °C

139 bp

Grb10

materno

Fw - GGGGTAAGAGAAGATATGTTGAAG

Rv - TACCCACCACTTAAACCATTACAAATT

Seq - AGAGAAGATATGTTGAAGTTA

55°C

86 bp

lgf2r DMR2

materno

Fw - GGGTGAAGATTTTTGGGTTATAAG

Rv - CCCCCCCCAATACAACAA

Seq - TTTATTGTTTATTAGTGTTTTGAAT

54°C

187 bp

H19

paterno

Fw - GGGGGGTAGGATATATGTATTTTT

Rv - ACCTCATAAAACCCATAACTATAAAATCAT

Seq - GTGTGTAAAGATTAGGG

54°C

226 bp

Rasgrfl

paterno

Fw - GGGAAGATTATTAGTTGGGGAGGTG

Rv - CAACAAAAACCAAAATATCAATCCTAAC

Seq - ATTAGAGTTAAATATAAAGAATGG

54°C

117 bp

IG-DMR

Cdknlc

paterno

materno

Fw - GTGGTTTGTTATGGGTAAGTTT

Rv - CCCTTCCCTCACTCCAAAAATTAA

Seq - TGGTTTATTGTATATAATGT

Fw - AGGATTTAGTTGGTAGTAGTAGG

Rv - AACCATAAAACTAAACACAACCCC

Seq - GGTGTAGTTTTAGGGTTAG

54°C

54°C

318 bp

132 bp

DMRs somaticos

H19prom

paterno

Fw - AGGTTTTGTTTAAGGGATTTTAAAGT

Rv - CCCTACTCTATCAACCAATCAATACA

Seq - TGTGGTGAGGTTGTT

54°C

173 bp

Igf2

paterno

Fw - TGTTTTGTGGAATTTTTAGGTAGGT

Rv - CCCCAAATCAAAAAATAAATAATCTC

Seq - CCTTCAACCCCACC

60 °C

238 bp
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OBJETIVO 1. Estudio del proceso de impronta genémicay su regulacion

epigenética en células madre neurales adultas (NSCs).
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1. La reprogramaciéon de NSCs a iPSCs in vitro se asocia con cambios en la

expresion y el estado epigenético de genes improntados

1.1 Las NSCs aisladas de ratones reprogramables i4F-B adquieren un estado pluripotente in

vitro

El modelo de reprogramacién utilizado en este trabajo ha sido la cepa de ratones
reprogramables i4F, generada en el laboratorio del Dr. Manuel Serrano (Abad et al., 2013), que
contiene un transgén policistronico Oct4-Sox2-Klf4-cMyc (OSKM), cuya expresion permite la
adquisicién de un estado pluripotente in vivo (Abad et al., 2013). El transgén estd controlado por
un sistema Tet-On que permite la expresidon de los factores de pluripotencia de forma inducible
por doxiciclina en células que expresen el activador transcripcional (rtTA). En este primer
apartado de la tesis se utilizaron ratones de la linea i4F-B portadores del activador rtTA en el locus
Rosa26'y del casete tetracistronico OSKM en el mismo cromosoma (Abad et al., 2013). Con objeto
de determinar la eficiencia de reprogramacién de los ratones i4F-B en nuestras manos, se aplicé
el mismo protocolo de tratamiento llevado a cabo previamente en MEFs (Abad et al., 2013)
consistente en exponer MEFs de embriones de 14,5 dias (E14,5) a 1 ug/ml de doxiciclina y LIF
(Figura 1A, B). En todos los experimentos se usaron ratones no modificados genéticamente de la
cepa C57BI6, tratados de la misma manera, como controles negativos (WT, de inglés wild-type).
Transcurrida una semana desde el inicio del tratamiento, los MEFs comenzaron a formar
agregados celulares que resultaron ser positivos para el marcador temprano de pluripotencia
SSEA1 (Figura 1B-D), indicando que las células estaban adquiriendo caracteristicas de pre-iPSCs.
La doxiciclina fue retirada del medio 10-20 dias después de la aparicién de los clones de pre-iPSCs
para favorecer la adquisicion de un estado de pluripotencia total de las células en iPSCs (iPSCs-
MEF), estado que fue confirmado mediante la deteccion de la actividad enzimatica fosfatasa

alcalina (AP) y la proteina Nanog (Figura 1D).
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A e riTA: activador transcripcional
obtencionde e [N TetQ: promotor inducible por doxicilina

i4F-B MEFs """ / 3 b r—* transcripcion

E14 5 doxiciclina
\
B Reprogramacién MEFs
embriones E14,5
‘Medio MEF
DOXICICLINA
Gelatina g(ﬁelétina ga :
disociar y disociar y sembrar cambiar medio: -+ e e
sembrar dil.1:3 250 células/ml cada 2 dias
Pase 1 Pase 2 Pase 3 Pased Pase5
c _—
Picar y aislar clones
3 dias | 10-20 dias | 10 dias
T e
MEFs Doxiciclina pre-iPSCs Retirada 90«‘(@0"“3 iPSCs

Figura 1. MEFs de ratones i4F-B portadores del transgén OSKM se reprograman /n vitro mediante el
tratamiento con doxiciclina. A) Esquema del modelo murino de reprogramacién i4F-B inducible por
doxiciclina en MEFs. B) Esquema del protocolo seguido para la reprogramacién mediante doxiciclina de
MEFs de ratones i4F-B a iPSCs-MEF. C) Imagenes de contraste de fases de los MEFs obtenidos de animales
reprogramables i4F-B previamente al tratamiento con 1pg/ml de doxiciclina, tras adquirir el estado de pre-
iPSCs, y tras el aislamiento de clones de iPSCs. La doxiciclina fue retirada tras la aparicion de las pre-iPSCs.
La duracion de cada estado celular, asi como los medios de cultivo utilizados han sido indicados. C)
Inmunocitoquimica para B-Catenina (rojo) en cultivos de MEFs de ratones i4F-B. DAPI ha sido utilizado para
contratefiir el nucleo. D) El tratamiento con 1 pg/ml de doxiciclina en el medio de KsR/LIF condujo a la
aparicion de agregados clonales de iPSCs positivas para el marcador temprano de pluripotencia SSEA1
(verde), y también para la actividad AP (rojo). Los clones aislados mostraron ser positivos para el marcador
de pluripotencia Nanog (rojo). Escalas en By D: 100 um; en D (Nanog): 20 um.
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A continuacién, NSCs aisladas de ratones adultos i4F-B y WT fueron sembradas en medio
NSC completo con 1 pg/ml de doxiciclina y sin LIF, y el medio fue cambiado cada dos dias con el
fin de mantener la concentracién del antibidtico de manera constante durante la reprogramacion
(Figura 2A). A partir del pase 3, las células i4F-B se agregaron de forma irregular, a diferencia de
la morfologia esférica regular de las neuroesferas WT, y comenzaron a adherirse a la placa (Figura
2A, B). A pesar de la ausencia de LIF en el medio de cultivo, las células con morfologia y adherencia

alteradas expresaban el marcador de pluripotencia SSEA1 (Figura 2B).

Tras la adquisicion de la expresion del marcador de SSEA1, el medio de cultivo fue cambiado
a medio ES con LIF manteniendo la misma concentracion de doxiciclina. En estas condiciones, y
transcurrida una semana, las células comenzaron a formar agregados positivos para SSEA1 y
morfolégicamente similares a los observados durante la reprogramacién de los MEFs (Figura 2B).
El andlisis de los agregados celulares mediante gPCR mostrd niveles bajos de Nanog y Rex1, a
pesar de la expresion de Oct4 (Figura 2C), por lo que las células fueron consideradas pre-iPSCs
(Figura A, B). Para promover un estado completo de pluripotencia, se utilizé un medio con LIF y
con el inhibidor de la ruta MAPK y el inhibidor de la ruta GSK3 (medio 2i), tal y como se habia
descrito en la bibliografia (Silva et al., 2008) y tras dos pases se retird el antibiético (Figura 2A, B).
El medio 2i/LIF se ha visto que induce una regulacién al alza estable de los genes Oct4 y Nanog
(Silva et al., 2008), junto con la reactivacion del cromosoma X (Cantone & Fisher, 2017; Ohhata &

Wutz, 2013), y el silenciamiento de la expresién del transgén OSKM (Silva et al., 2008).

A continuacion, se realizé el andlisis de expresion génica de los cultivos en las distintas fases
de reprogramacion (Figura 2C-E). El estudio mostrd un aumento significativo de la expresién de
Nanog y Rex1 durante el proceso de reprogramacion, siendo las iPSCs las que alcanzaron los
mayores niveles tanto de mMRNA como de proteina (Figura 2C). En concordancia con la adquisicion
de un estado de pluripotencia, los genes neurales Nestina y Olig2 disminuyeron su expresion
durante dicho proceso (Figura 2D). También se midid la expresion del casete policistronico,
observdndose un nivel méaximo de expresidn en pre-iPSCs, y un silenciamiento del transgén tras
el cultivo de las células pre-iPSCs en medio 2i/LIF en ausencia de doxiciclina (Figura 2E),

coincidente con la adquisicién de un estado pluripotente en las iPSCs generadas.
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Figura 2. Las NSCs adultas i4F-B pueden ser reprogramadas a iPSCs in vitro. A) Esquema del protocolo
utilizado para la reprogramacién de NSCs adultas de ratones i4F-B en iPSCs-NSC mediante doxiciclina. B)
Esquema del protocolo de reprogramacién donde se indican los medios utilizados y la duracion aproximada
cada medio (panel superior). Imdgenes de contraste de fases de NSCs, pre-iPSCs y iPSCs durante del
proceso de reprogramacion. La adquisicion de SSEA1 (verde) durante el proceso de reprogramacién se
muestra en el panel inferior. C) Analisis por gPCR de los niveles de expresion de Oct4, Nanog y Rex1 durante
el proceso de reprogramacién. D) Anadlisis por gPCR de los niveles de expresion de los genes neurales
Nestina y Olig2 durante el proceso de reprogramacién. E) Anélisis por gPCR de los niveles de expresion del
casete OSKM durante el proceso de reprogramacién. El gen Gapdh se ha utilizado para normalizar. Las
barras de error muestran el s.e.m. de al menos cuatro animales por condicion. Escala en B (NSCs): 100 um;
en B (pre-iPSCs e iPSCs): 50 um. En Cy D: 5 um.
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Ademads de los cambios de expresién génica, la reprogramacion celular a un estado
pluripotente puede dar lugar a alteraciones en la dotacién cromosémica de las iPSCs generadas,
tales como aneuploidias o poliploidias (Liang & Zhang, 2013). Sin embargo, las distintas lineas de
iPSCs generadas mostraron un cariotipo normal, con una media de 40 cromosomas por célula en
metafase (Figura 3A), indicando que la estabilidad gendmica durante el proceso de
reprogramacion de las NSCs adultas a iPSCs se habia mantenido. Otra de las caracteristicas de la
adquisicién de la pluripotencia es la reactivacion del cromosoma X inactivo, silenciado en las
células adultas (Bar et al., 2019; Heard & Disteche, 2006), de manera que las células pasan a
presentar los dos cromosomas X activos (Cantone & Fisher, 2017; Ohhata & Wutz, 2013). Uno de
los genes responsables de la inactivacion del cromosoma X es el RNA no-codificante Xist (Navarro
et al.,, 2008; Ohhata & Wutz, 2013). Este gen se encuentra regulado a su vez por el RNA no-
codificante antisentido Tsix, que actla como represor de la expresién de Xist (J. T. Lee & Lu, 1999)
(Esquema en Figura 3B). Cuando el cromosoma X se encuentra inactivo, expresa el RNA Xist, que
interacciona con el propio cromosoma reclutando la maquinaria de represion de la expresion
génica (Cantone & Fisher, 2017; Ohhata & Wutz, 2013). Por tanto, la reactivacién del cromosoma
X que ocurre durante la reprogramacién de NSCs a iPSCs puede ser determinada por la
cuantificacion de la expresién de ambos genes Xist y Tsix (J. Kim et al., 2015). El andlisis de la
expresion del RNA antisentido Tsix en las iPSCs generadas, reveld un aumento en su expresion
durante el proceso de reprogramacion en las células hembras (Figura 3B). En cuanto al gen Xist,
de acuerdo con el aumento de su represor Tsix, el analisis de expresidon mostrd una disminucion
en las iPSCs respecto a las NSCs (Figura 3B). Como controles se utilizaron iPSCs de ratones macho,
gue mostraron niveles de expresion de Tsix significativamente menores y niveles similares de Xist
a los encontrados en iPSCs de animales hembra (Figura 3B). También se estudié la expresion de
un gen situado en el cromosoma X, Pgkl que ha sido ampliamente utilizada para demostrar la
reactivacién del cromosoma X y la consiguiente re-expresiéon de los genes localizados en él
(Maherali et al., 2007; Sripathy et al., 2017). El analisis por gPCR mostré una mayor expresion del
gen Pgkl en las iPSCs de ratones hembra con respecto a las de ratones macho (Figura 3C),
concordante con los cambios a nivel de expresidon que ocurren durante la reactivacion del

cromosoma X en las iPSCs generadas.
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Figura 3. Las iPSCs generadas a partir de NSCs mantienen la dotacién cromosdmica y reactivan el cromosoma
X silenciado. A) Cuantificacion del nimero de cromosomas por metafase en distintas lineas de iPSCs i4F-B,
mostrando una dotacion cromosémica media normal de 40 cromosomas. Se muestran también imagenes
por microscopia dptica obtenidas tras la tincién con Giemsa de metafases. B) Esquema del efecto de Xist y
Tsix en la reactivacion del cromosoma X (XRC). Tsix reprime la expresion de Xist, que estd inactivando uno
de los cromosomas X, permitiendo de esta forma su reactivacion (XCR). gPCR para la expresion de los genes
Tsix y Xist en NSCs, pre-iPSCs e iPSCs procedentes de animales hembras, y pre-iPSCs e iPSCs de machos. C)
gPCR para el gen Pgk1 en iPSCs de animales i4F-B hembras y machos. El gen Gapdh ha sido utilizado para
normalizar. Las barras de error muestran el s.e.m. de al menos 3 animales por condicion. Los p-valores
aparecen indicados en la figura. Barras de escala en A: 10 um.

Dado que la pluripotencia implica la capacidad de generar células pertenecientes a las tres
capas germinales, las iPSCs generadas fueron sometidas a un ensayo de diferenciacion in vitro
usando dos métodos de obtencion de EBs: el método de la gota colgante (protocolo A) y el
método de flotacion (protocolo B). En ambos casos, se generaron EBs en los que se observé una
disminucion significativa en la expresion del gen Nanog y de su proteina con respecto al estado

iPSC (Figura 4A).
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Figura 4. Las iPSCs generadas a partir de NSCs adultas de ratonesi4F-B generan células pertenecientes a las
tres capas embrionarias. A) qPCR para Nanog durante el proceso de reprogramacién de las NSCs
reprogramablesy en EBs generados mediante el ensayo de gota colgante (A) o por flotacion (B). La ICC para
Nanog en iPSCs y en EBs también se muestra a la derecha de la imagen. B) qPCR para genes asociados a
mesodermo (Meox1 y Kdr1), endodermo (Foxa2 y Afp) y ectodermo (Cerly Zic1) durante el proceso de
reprogramaciony en EBs por el método de la gota colgante (A) o por el método de flotacién (B). Ala derecha
de la imagen se muestran imagenes de fluorescencia de las ICC para el marcador de mesodermo a-SMA
(verde), de endodermo GATA4 (rojo) y de ectodermo BllI-tubulina (azul), en EBs generados a partir de la
diferenciacion de las iPSCs. DAPI ha sido utilizado para contratefiir. El gen Gapdh se ha utilizado para
normalizar. Los p-valores estan indicados en las imagenes. Las barras de error muestran los s.e.m. de al
menos 4 cultivos por condicién. Barras de escala en Ay B: 20 um.

La presencia de células pertenecientes a las diferentes capas germinales se determind
mediante estudios de expresidn génica de marcadores de tejidos diferenciados y mediante ICC
para estos mismos marcadores. Tras este analisis, se observd un aumento en la expresién de
genes asociados a mesodermo, como Meox1 (Mesenchyme Homeobox 1) y Kdrl (Kinase insert
Domain Receptor 1) y a endodermo, como Foxa2 (Hepatocyte nuclear factor 38) y Afp (a-

Fetoprotein) (Figura 4B). Los niveles de expresion de genes asociados a ectodermo, tales como
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Zicly Cer1 también aumentaron en los EBs con respecto a las iPSCs, aungue la expresion de Zicl
ya era relativamente alta en las NSCs de partida debido a su origen ectodérmico (Figura 4B). Los
estudios por ICC en EBs también mostraron la presencia de marcadores de las tres capas
germinales, tales como a-SMA (del inglés Alpha-smooth muscle actin) para el mesodermo, GATA4
para el endodermo y Blli-tubulina para el ectodermo (Figura 4B). Estos cambios de expresidon
fueron similares en los EBs generados tanto con la técnica de gota colgante como con la técnica
de flotacién (Figura 4B), demostrandose asi la capacidad de las iPSCs generadas de formar células

de las tres capas germinales.

La capacidad pluripotente de las iPSCs fue testada también mediante un ensayo de
formacion de teratomas in vivo en ratones inmunocomprometidos (Figura 5). La inyeccidn de
1,5x10° iPSCs en la zona dorso-lateral de la parte trasera de animales Nude, dio lugar a la
formacion de teratomas en estas regiones (Figura 5A, B). Una semana después de la inyeccién de
las iPSCs, se podian observar crecimientos pero, no fue hasta pasados 18 dias, cuando estos
alcanzaron un tamafio de entre 1,4-1,8 cm (Figura 5B). Una tincién de hematoxilina-eosina en
cortes de parafina de los tumores extraidos reveld la presencia de tejido mesodérmico con células
musculares esqueléticas, de tejido endodérmico con células epiteliales columnares y de tejido
ectodérmico con la presencia de melanocitos (Figura 5C). Los estudios con microscopia confocal
de cortes inmunotefiidos mostraron células positivas para a-SMA, GATA4 y Blll-tubulina (Figura

5D) confirmando la capacidad pluripotente de las iPSCs generadas a partir de NSCs adultas.
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Figura 5. Las iPSCs generadas a partir de NSCs i4F-B forman células de las tres capas embrionarias /in vivo.
A) Esquema del protocolo de formacidn de teratomas in vivo a partir de la inyeccion de iPSCs en los flancos
dorso-laterales de ratones inmunocomprometidos Nude. B) Seguimiento del crecimiento de los
teratomas (cabeza de flecha) tras 7, 14 y 18 dias de la inyeccién de las iPSCs en ratones Nude. La Ultima
imagen corresponde a uno de los teratomas 18 dias tras la inyeccién. C) Analisis histolégico de los
teratomas mediante tincién con hematoxilina-eosina. Se muestran imagenes de células pertenecientes a
las tres capas embrionarias, mesodermo (fibras musculares estriadas), endodermo (células del epitelio
columnar) y ectodermo (melanocitos). D) Imagenes de fluorescencia para marcadores especificos de
mesodermo (a-SMA), endodermo (GATA4) y ectodermo (Blll-tubulina) también se obtuvieron por ICC.
DAPI fue utilizado para contratefiir los nucleos. Las barras de escala son, en B: 500 mm (teratoma
ampliado: 100 mm); en C: 50 pm; en D: 50 um (teratoma completo), 10 um (paneles superiores), 20 pm
(paneles inferiores).
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1.2 Las iPSCs generadas a partir de NSCs adultas pueden ser diferenciadas a precursores neurales

Con el fin de determinar si los cambios producidos durante la generacién de las iPSCs a partir
de NSCs eran reversibles y no alteraciones estocasticas, se indujo la re-diferenciacion de las iPSCs
generadas, a un fenotipo neural utilizando un protocolo basado en la diferenciacién mediante
FBS y 4cido retinoico (RA) (Bibel et al., 2007), de tal manera que tras varios dias en cultivo se
obtuvieron progenitores neurales (NPs) (Figura 6A). La adquisicién del fenotipo neural, asi como
la pérdida de marcadores de pluripotencia en estos NPs, fue comprobada mediante analisis por
gPCR. El andlisis mostrd una disminucién de casi 15 veces en la expresion de Nanog durante la
diferenciacion en medio de NPs con FBS (Figura 6B). La adicion posterior de RA en el medio indujo
un descenso aln mayor en la expresién del gen conforme se diferenciaban los NPs (Figura 6B).
Simultdneamente, la expresién del gen neural Nestina aumentd significativamente en los NPs,
aungue no llegaron a alcanzar los niveles de las NSCs adultas (Figura 6B). En este caso, fue la
presencia del RA en el medio la que indujo un aumento de alrededor de 20 veces en los NPs con
respecto a las iPSCs. También se observd el cambio de expresién del gen neural Pax6 en presencia
de RA el cual aumentd 100 veces su expresion en los NPs con respecto a las iPSCs, a niveles
comparables a las NSCs de origen (Figura 6B). La expresion de genes asociados a los tres linajes
neurales: oligodendrocitos (Olig2), astrocitos (Gfap), y neuronas (B///-tubulina), también fue
analizada (Figura 6C). Tanto la expresién de Olig2, como de Gfap, se mantuvo durante la
diferenciacion a NPs, sin embargo, la expresidon de 8lll-tubulina mostré un aumento significativo
sugiriendo una diferenciacién mas dirigida hacia el linaje neuronal aparentemente promovida por

la presencia de RA (Figura 6C).

El estudio inmunocitoquimico durante la diferenciacién de iPSCs a NPs confirmé la
disminucion Nanogy Oct4 y la reaparicién de Nestina en los NPs (Figura 6D). También se observd
la aparicion de células positivas para el marcador Olig2 en NPs, aunque la frecuencia de células
positivas para este marcador fue mucho menor que el observado en las NSCs adultas de origen.
En cambio, el marcador GFAP no mostré cambios significativos en la expresidn de proteina entre
NSCs, iPSCs y NPs (Figura 6D). Para confirmar que los NPs generados presentaban tendencia hacia
un linaje neuronal, se llevd a cabo una ICC para MAP2 (del inglés Microtubule-associated protein
2), marcador especifico de neurona madura (Dehmelt & Halpain, 2005). Este estudio reveld la
presencia de células positivas para dicho marcador en NPs, ausente en iPSCs e, incluso, en NSCs
(Figura 6D). Todos estos resultados indican que las iPSCs generadas a partir de la reprogramacion
de las NSCs adultas portadoras del transgén OSKM pueden ser eficientemente diferenciadas de

nuevo a un fenotipo neural.
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Figura 6. Re-diferenciacién de iPSCs a neuroprogenitores (NPs). A) Esquema del protocolo de diferenciacién
de las iPSCs a NPs. Este protocolo se basa en los resultados publicados en Bibel M et al. 2007 en los cuales
se utiliza medio NP con suero al 10% (FBS) y 5 uM de acido retinoico (RA) para promover la diferenciacion
neural de las iPSCs. Se muestran imagenes de contraste de fases de las iPSCs y tras su diferenciacién a NPs.
B) gPCR para Nanog y los marcadores neurales Nestina y Pax6 en NSCs, iPSCs y NPs. C) gqPCR para
marcadores de los distintos linajes neurales Olig2, Gfap y 8liI-tubulina, durante el proceso de diferenciacion
de las iPSCs a NPs. Los niveles de expresidon de estos genes en las NSCs i4F-B también se han indicado, asi
como los p-valores. El gen Gapdh se ha utilizado para normalizar los datos. D) Imagenes de ICC para los
marcadores de pluripotencia Nanog y Oct4 (rojo), para el marcador neural Nestina (verde), y para los
marcadores Olig2 y GFAP (azul) en NSCs, iPSCs y NPs. Se muestran imagenes de fluorescencia también de
la ICC para el marcador neuronal MAP2 (azul) en NSCs y NPs. DAPI ha sido utilizado para contratefiir los

nucleos. Las barras de error muestran el s.e.m. de entre 3y 6 cultivos por condicién. Las barras de escala
son, en A: 100 um; en D: 25 um.
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1.3. La reprogramacién de las NSCs adultas de ratones i4F-B a iPSCs produce alteraciones en la

expresion de genes improntados

El estudio de los mecanismos epigenéticos es clave para entender el proceso de
reprogramacion celular y como estos definen a la célula de origen. Con el fin de estudiar la posible
implicacion del proceso epigenético de impronta gendmica en la transformacién de las NSCs
adultas a un estado pluripotente, la expresion de diversos genes improntados fue analizada
mediante gPCR en NSCs, iPSCs y NPs utilizando sondas especificas (Tablas Suplementarias 1 y 2
MM). Este andlisis mostré que, de un total de 26 genes analizados, un elevado porcentaje
(84,62%) veian alterados sus niveles de expresion durante el proceso de reprogramacion de NSCs
a iPSCs (Figura 7A, B). En el conjunto de los 22 genes cambiados, el 54,55% aumentd su nivel de
expresion en las iPSCs, mientras que el resto lo disminuyd (Figura 7A). Curiosamente, los genes
cuya expresion se vio disminuida se localizaban principalmente en cromosomas entre el 2y el 7,
mientras que los genes improntados cuya expresion aumentd en las iPSCs se localizaban en los

cromosomas del 7 al 15 (Figura 7B).

Del total de genes improntados cuya expresién cambiaba durante la reprogramacion de las
NSCs, alrededor del 40% revirtieron sus niveles de expresion al re-diferenciar las iPSCs en NPs
(Figura 7B y 8A). En concreto, un total de 9 genes, de los 22 que se encontraban alterados en
iPSCs, acercaron sus niveles de expresion a los de las NSCs de origen (Figura 7B, C y 8A). Estos
resultados indican que la regulacion de la expresién de genes improntados es modulable durante
los procesos de des-diferenciacion de las NSCs y re-diferenciaciéon de las iPSCs a una nueva

identidad neural.
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iPSCs con respecto a las NSCs. Los genes cuya expresion se vio aumentada en las iPSCs han sido indicados
en verde, mientras que aquellos que disminuyeron, se encuentran en naranja. C) Cambios de expresién de
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Figura 8. Los procesos de desdiferenciacion y rediferenciacion alteran la expresion de los genes improntados.
A) HeatMap de la expresion de los genes improntados en NSCs, iPSCs y NPs. Los genes han sido organizados
por clusters indicando la regién DMR reguladora de cada uno de ellos. Niveles altos de expresidn se indican
en verde y aquellos que menor expresién presentan se muestran en naranja. B) Los genes de expresion
materna se indican en rojo mientras que aquellos de expresion paterna se muestran en azul. Los DMRs
implicados que en la regulacién de los genes improntados pueden estar metilados en el alelo materno
(rojo) o en el alelo paterno (azul), mientras que el otro alelo se mantiene desmetilado. C) Representacion
de la distribucién de los genes improntados en el alelo materno (rojo) y paterno (azul), y la metilacion de
la DMR que regula cada cluster de genes improntados.

1.4. Lareprogramaciéon de NSCs a iPSCs se asocia con cambios en el estado epigenético de genes
improntados

La metilacion supone una barrera para la reprogramacién completa a iPSCs (De Carvalho et
al., 2010). De hecho, la adquisicion del estado pluripotente se caracteriza por una hipometilacién
del genoma (Leitch et al., 2013; Liu et al., 2017, Pastor et al., 2016; Perrera & Martello, 2019; V.
Wang et al., 2018). Esto incluye la pérdida de metilacion en las regiones de control de impronta
gendmica o ICRs (Liu et al., 2017) causando, en algunos casos, la reactivacion o represion de los
genes improntados regulados por una misma DMR (Bar et al., 2017; Giulitti et al., 2019; Pastor et

al., 2016).
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1.4.1 La reprogramacion de NSCs adultas a iPSCs causa hipometilacion en las ICRs

Clasicamente la metilacion del DNA ha sido asociada a la represién génica (Razin & Cedar,
1991), y aunque este no es siempre el caso de los clusters improntados, la hipometilacién de las
regiones DMR promueve generalmente la expresion de los genes (Zou et al., 2020). Las regiones
de control de impronta o DMRs identificadas hasta la fecha se clasifican en gDMR, que adquieren
su estado de metilacion en la linea germinal y sSDMR que se metilan diferencialmente tras la
fertilizacion y son especificas de tejido (Ferguson-Smith, 2011). La delecién o alteraciones de la
metilacion de estas DMRs pueden causar una pérdida de impronta gendmica en multiples genes
dentro del cluster (Figura 8B, C) (SanMiguel & Bartolomei, 2018). Por ello, y con el fin de
determinar si los cambios observados en la expresiéon de los genes improntados durante el
proceso de reprogramacién estaban asociados a cambios en los niveles de metilacién en las DMRs
reguladoras de estos genes, se llevd a cabo el andlisis por conversién bisulfitica y posterior
pirosecuenciacion del porcentaje de metilacién asociado a las islas CpG de las DMRs que regulan
los clusters improntados (Figura 8B, C). El porcentaje de metilacion en una ICR es de basicamente
el 100% en el alelo metilado y de 0% en el alelo no metilado, resultando en una medida conjunta
del 50% por la técnica de pirosecuenciacién. Un aumento o descenso de ese porcentaje puede

representar un cambio en el estado de la impronta dentro del cluster (Ferguson-Smith, 2011).

Para determinar los cambios en los niveles de metilacién durante la reprogramacion celular,
un total de 15 ICR/DMRs fueron analizadas en iPSCs, NPs y en las NSCs de origen (Figura 9). De
ellas, 6 eran paternalmente metiladas (Figura 9A) y 9 maternalmente metiladas (Figura 9B). Cabe
destacar que la localizacién de estos dos tipos de DMRs difieren, situdndose en regiones
intergénicas en el caso de las DMRs paternalmente metiladas, mientras que las DMRs
maternalmente metiladas se encuentran en regiones promotoras (Bar et al.,, 2017; Edwards &
Ferguson-Smith, 2007). De todas las DMRs analizadas, 13 mostraron una disminucion de la
metilacion significativa en las iPSCs en comparacion con las NSCs y ninguna de ellas mostré un
aumento de la metilacion, independientemente de si eran gDMRs 0 sDMRs (Figura 9A B). Ademas,
5 de las 6 (83%) DMRs paternalmente metiladas (H19 DMR, H19 promotor DMR, IG-DMR, Zdbf2
DMR, Rasgfrl DMR), revirtieron los niveles de metilacidn tras la diferenciacion de las iPSCs a NPs
(Figura 9A). Es interesante destacar que ninguno de las gDMRs maternalmente metiladas
mostraron una reversion en los niveles de metilacidn tras la re-diferenciacion de las iPSCs a un
fenotipo neural (Figura 9B). Curiosamente, la Unica DMR que mostré dicha reversion tras la
diferenciacion a NPs fue la Cdknlc sDMR, que es de tipo somdtico (Figura 9B). Estos datos

sugieren que, tras la reprogramacion celular, las DMRs paternalmente metiladas parecen estar
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mas afectadas por la pérdida de impronta gendmica que las maternalmente metiladas, lo cual

coincide con estudios anteriores en otros sistemas (Bar et al., 2017; Rugg-Gunn et al., 2007).

Los efectos de la hipometilacidon en la expresién de los genes improntados a los que
controlan las DMRs afectadas dependerdn de qué alelo, el materno o el paterno, se encuentre
metilado originalmente (Figura 8B, C). De esta manera, si la hipometilacién ocurre en las DMRs
maternalmente metiladas, se producird la “paternalizacién” del alelo materno, es decir, la
expresion de los genes maternos disminuird mientras que la de los paternos aumentara. Sin
embargo, el estudio cruzado de los datos de expresién por gPCR y de metilacion de las DMRs en
clusters improntados, reveld que Unicamente en algunos casos estas premisas se cumplian. Por
ejemplo, el gen Plagll, de expresion paterna y localizado en el cromosoma 10, aumentd su
expresion en las iPSCs con respecto a las NSCs acorde con la hipometilacion del DMR materno
(Figura 7B, 8A y 9B). Lo mismo ocurria con el gen Magel2, también de expresion paterna, situado
en la Snrpn DMR, el cual mostré un aumento de su expresion en iPSCs como consecuencia de la
hipometilacion de dicha DMR (Figura 7B, 8A y 9B). Sin embargo, el resto de genes improntados
en esta regién, también de expresion paterna, disminuyeron sus niveles en iPSCs respecto a NSCs
(Figura 7B y 8A). Otros ejemplos en los que la hipometilacion de la DMR no explica los cambios
de expresion génica, son los genes de expresion materna Cobl, Grb10, Phdla2 y Th también
localizados en clusters con ICR/DMRs maternalmente metiladas y cuyos niveles de expresion
aumentaron tras la reprogramacion (Figura 7B y 8A). Estos datos sugirieren que los cambios en la
expresion génica de los genes improntados durante la adquisicion de un estado pluripotente en

NSCs no son totalmente dependientes de la hipometilacion observada en sus DMRs.
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Figura 9. La reprogramacién de NSCs a iPSCs conlleva la hipometilacién de las regiones de control de
impronta. A) Porcentaje de metilacion en las islas CpG de las DMRs, germinales y somaticos, paternalmente
metilados en NSCs, iPSCs y NPs en las regiones de control de impronta. B) Porcentaje de metilacion en las
islas CpG de las DMRs, germinales y somaticas, maternalmente metiladas. El niumero de CpGs analizadas
se indica. Las barras de error muestran el s.e.m. de al menos 3 cultivos por tipo celular. Los p-valores han
sido indicados.

En el caso de las DMRs paternalmente metiladas, la pérdida de metilacién producira la
“maternalizacion” del alelo paterno (Ferguson-Smith, 2011). Por ejemplo, en las 4 gDMRs
paternalmente metiladas, la hipometilacién deberia conllevar al aumento de expresién de los
genes maternos y la disminucion de los paternos. En concordancia, el gen Ins2 de expresion
paterna localizado en el cluster de la H19 DMR, disminuyd en iPSCs y el gen H19 de expresion
materna localizado en el mismo cluster aumentd en iPSCs respecto a las NSCs coincidente con
una hipometilacion del H19 DMR (Figura 7B, 8A y 9A). Sin embargo, el gen Igf2, de expresidon
paterna y localizado en el mismo cluster, aumentd sus niveles de expresién en las iPSCs,
contrariamente a lo esperado (Figura 7B y 8A), si bien el gen Igf2 se encuentra regulado a su vez
por una sDMR, cuyos niveles de metilacién no se ven afectados en las iPSCs y que podria estar
regulando coordinadamente la expresion de este gen (Figura 7B, 8Ay 9A). En el caso del gen H19,
su expresidon también es regulada por una DMR somatica o secundaria (HI9prom sDMR), cuyos
niveles de metilacion disminuyeron en las iPSCs y se revirtieron en los NPs, como ocurria con su
DMR germinal; sin embargo, el aumento de expresion de H19 no fue significativo en las iPSCs,
mientras que hubo un aumento de expresion en los NPs, contrariamente a lo esperado con el
aumento de metilacion (Figura 7B y 9A). Cabe destacar, que la expresion del gen Ins2 si coincidio
con los cambios de metilacién observados en la DMR tras la reprogramacion de las NSCs, y estos

revertian, tanto en los niveles de expresién como de metilacidn, en los NPs (Figura 8 y 9).

Finalmente, cuatro genes localizados en el cromosoma 12 bajo la regulacién de la ICR
denominada IG-DMR paternalmente metilada fueron también analizados. Dos de ellos, Meg3 vy
Rian, de expresidon materna aumentaron su expresion en las iPSCs con respecto a las NSCs tras la
hipometilacién de la IG-DMR. A la vez, el gen DIk1, de expresidn paternay localizado en el mismo
cluster, disminuyd sus niveles de expresion en iPSCs, concordante con la disminucion de la
metilacion de la DMR (Figura 7B y 8A). Ademas, la reversion en la metilacion de la IG-DMR
observada tras la diferenciacidon de las iPSCs a NPs correlaciond con la readquisicion de niveles
altos del gen DIk1, sugiriendo una posible relacion de los niveles de metilacion de la IG-DMR y los
niveles de expresion del gen durante la reprogramacion celular y posterior re-diferenciacién a un
fenotipo neural (Figura 8 y 9). Esta condicion no se cumplié para los otros genes del cluster Meg3
y Rian, que aumentaron aln mas sus niveles de expresion tras la diferenciacién a NPs (Figura 8 y

9).
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Por tanto, los cambios en el porcentaje de metilacidén en el proceso de adquisicion del
estado pluripotente y de diferenciacion neural no siempre coincidieron con los cambios de
expresion génica observados durante ambos procesos, indicando que esos casos pudieran no
estar causados por los cambios de metilacién en sus regiones reguladoras DMRs. Este fendmeno
ya ha sido observado en otros estudios de reprogramacion celular (M. J. Kim et al., 2013). Sin
embargo, estos resultados si sefialaron a la IG-DMR y al gen D/k1 regulado por ella como
potenciales reguladores del estado de NSC durante la adquisicién de un estado pluripotente,
sugiriendo que la impronta gendmica es un proceso parcialmente modulable durante el

desarrollo y adquisicion de la identidad celular.

1.4.2 La reprogramacion de NSCs adultas a iPSCs conlleva cambios en el estado de impronta del
gen Dlk1

La pérdida de impronta gendmica o LOI ha sido sugerida como uno de los procesos que
favorecen la adquisicion de un estado pluripotente (Bar et al., 2017; Perrera & Martello, 2019;
Takikawa et al., 2013), causando la expresién bialélica de algunos genes improntados tales como
H19, Igf2, Meg3, Peg3, Peg10 o Mest (Leick et al., 2012; Perrera & Martello, 2019). Clasicamente
se ha utilizado el estudio de los niveles de metilacién de las regiones ICRs para detectar la LOI
(Jelinic & Shaw, 2007). Por ello, y con el fin de estudiar si los cambios observados en los niveles
de metilacion (Figura 9) causaban LOI y eran responsables de los cambios de expresién de los
genes improntados durante la reprogramacion celular, se llevé a cabo el andlisis de SNPs en los
genes de interés. Las variaciones de un Unico nucleétido en la secuencia de DNA en la generacién
F1 del cruce hibrido entre las cepas murinas Mus musculus castaneus (CAST) y Mus musculus
domesticus (B6) permite detectar si la expresion de los genes improntados procede del alelo
materno, del paterno, o de ambos alelos tras la pérdida de impronta gendmica. Las NSCs adultas
de ratones hibridos procedentes de cruces de hembras i4F-B con machos CAST (cruce i4F-
BXCAST) y de cruces reciprocos de hembras CAST con machos i4F-B (cruce CASTxi4F-B) fueron
extraidasy reprogramadas a iPSCs y posteriormente diferenciadas a NPs. Con el fin de determinar
la expresion alélico-especifica de los genes improntados, se secuencio el cDNA de las regiones de
estos genes que contenian el SNP. Se realizd el analisis de SNPs de 7 genes improntados con
perfiles de expresion diferentes durante el proceso de reprogramacion y diferenciacién: Gnas
(cromosoma 2), Peg3 (cromosoma 7), Snrpn (cromosoma 7), Phlda2 (cromosoma 7), Cobl
(cromosoma 11), DIk (cromosoma 12) y Meg3 (cromosoma 12) (Figura 10). La deteccién y
analisis de los SNPs para los genes Snrpn, Dik1y Meg3 se basaron en estudios previos (Ferron et

al., 2011), mientras que el resto de SNPs fueron diagnosticados de nuevo.
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Los estudios de metilacion de las DMRs en regiones de impronta gendmica identificaron al
gen DIk1, perteneciente al cluster improntado DIk1- Dio3 y regulado por la IG-DMR, como crucial
durante la reprogramacién de las NSCs, por lo que procedimos a estudiar el estado de impronta
gendmica de dicho gen en NSCs, iPSCs y NPs procedentes de animales hibridos i4F-BxCAST vy
CASTxi4F-B. DIk1 es un gen improntado de expresion paterna en el organismo, pero que pierde
dicho estado de impronta en las NSCs adultas de forma fisioldgica (Ferron et al., 2011). Durante
la reprogramacion de las NSCs al estado pluripotente se observé una disminucién de la expresiéon
de dicho gen en las iPSCs generadas, niveles que se vieron revertidos en los NPs tras la
diferenciacion neural de las iPSCs (Figura 7B y 8A). Dichos cambios de expresion del gen pudieran
ser causados por alteraciones del estado de impronta gendmica de Dlk1. El estudio por
secuenciacion de un SNP en el exdn 5 del mRNA de DIk indicé que, tras la reprogramacion de las
NSCs, se produce el silenciamiento de uno de los alelos, dando lugar a una expresién monoalélica
del gen, consistente con la hipometilacién observada en la IG-DMR en las iPSCs (Figura 10A). En
contra de lo esperado, el alelo re-expresado fue el materno, mientras que el paterno permanecio
silenciado (Figura 10A). Notablemente, el estado de impronta gendmica en el gen DIk1, se perdid
nuevamente durante el proceso de diferenciacion a NPs de las iPSCs, coincidente con el aumento

del porcentaje de metilacion de la IG-DMR en los NPs (Figuras SA y 10A).

La metilacion paterna de la IG-DMR también es requerida para mediar la represién del gen
Meg3 en el cromosoma paterno, siendo por lo tanto un gen de expresion materna dentro del
mismo cluster (Figura 8C). Por lo tanto, para determinar si los cambios en el porcentaje de
metilacion observados en la IG-DMR pudieran también alterar la expresién de Meg3 durante la
reprogramacion de las NSCs, se determind su estado de impronta mediante la secuenciacion de
un SNP en el exén 9 del gen Meg3 (Figura 10A). Los resultados mostraron que este gen, vecino a
Dlk1, mantuvo Unicamente la expresion materna en iPSCs y tras la diferenciacion a NPs (Figura
10A). Genes localizados en otros clusters cldsicamente improntados tales como Cobly Gnas, pero
de expresion bialélica en cerebro, o Peg3, de expresion paterna, no vieron alterado su estado de

impronta tras la reprogramacion celular (Figura 10B).
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Figura 10. El estado de impronta gendmica de D/kI se ve alterado durante el proceso de reprogramacion y
diferenciacion neural. A) Perfiles de secuenciacion del producto de PCR del mRNA de los genes improntados
Dlk1y Meg3 en NSCs, iPSCs y NPs procedentes de animales hibridos generados por cruces entre hembras
i4F-B (B6) con machos Mus musculus castaneus (CAST), animales i4F-BxCAST, o cruces entre hembras Mus
musculus castaneus con machos i4F-B, animales CASTxi4F-B. La region analizada contiene un SNP entre las
dos cepas que permite determinar la expresion alelo-especifica de dichos genes. B) Perfiles de
secuenciacién del producto de PCR de los genes improntados Gnas, Peg3 y Cobl que contiene el SNP para
determinar la expresion alelo-especifica de los genes improntados a partir de NSCs, iPSCs y NPs en estos
animales hibridos.
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Estos resultados muestran que el estado de impronta del gen Dlk1 durante la
reprogramacion celular correlaciona con el estado de metilacion de la IG-DMR, lo cual es
concordante ademas con los resultados de expresion del gen en NSCs e iPSCs. Asi, la regién IG-
DMR se encuentra hipermetilada en las NSCs adultas, dando lugar a la expresién bialélica del gen
Dlk1 pero la reprogramacién de estas células en iPSCs conlleva a una disminucion de la metilacion

de IG-DMR y, como consecuencia, la expresion monoalélica del gen (Figura 11).
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Figura 11. La reprogramacién de NSCs adultas en iPSCs altera la expresion del gen improntado D/kIy su
estado de impronta. Esquema del efecto del proceso de reprogramacion de NSCs adultas en la metilacion
de la regién IG-DMR vy la expresién alelo-especifica del gen improntado Dik1 situado bajo el control de 1G-
DMR. Las NSCs adultas pierden de forma especifica el estado de impronta de DI/k1 de tal manera que
presentan expresion bialélica; sin embargo, la reprogramacién conduce a la represién de la expresion del
alelo paterno del gen, manteniéndose la expresion del alelo materno, lo cual conduce a una disminucion
de la expresidn de DIk1 en iPSCs con respecto a las NSCs de origen.
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OBJETIVO 2. Estudio del proceso de impronta genémicay su regulacion

epigenética en el glioblastoma
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2. El proceso de impronta gendémica sufre alteraciones durante la

reprogramacion y formacién de tumores cerebrales in vivo

La regulacion a través de las marcas de metilacion en el DNA también juega un papel clave
en el desarrollo del cancer (Kulis & Esteller, 2010; Luczak & Jagodzinski, 2006; Plass & Soloway,
2002). La desmetilacidon global del DNA observada en distintos canceres va también acompafiada
de la disminucion de la metilacion en las DMRs en las regiones de control de impronta gendmica
(Caren, Pollard, & Beck, 2013; Uribe-Lewis et al., 2011), aunque también se han descrito procesos
de hipermetilacién en estas DMRs (De Smet & Loriot, 2010; Uribe-Lewis et al., 2011). Ademas,
alteraciones del estado de impronta gendmica, como la LOl son uno de los procesos mas comunes
y que mas tempranamente ocurren en el desarrollo de los tumores (Holm et al., 2005; Jelinic &
Shaw, 2007; J. Kim et al., 2015; Peters, 2014). Por ello, el estudio del papel de la impronta
gendmica en el origen y desarrollo del principal y mas agresivo tumor cerebral, el GBM (Cirillo et
al., 2014; Miyai et al., 2017), es clave para el desarrollo de nuevas estrategias para su diagndstico

y tratamiento.

2.1. La expresion de genes improntados se encuentra alterada en GBM humano y murino

Gracias a los estudios realizados en diferentes laboratorios de neurooncologia,
actualmente se cuenta con mucha informacion sobre los distintos tipos de tumores a nivel de
expresion por secuenciacion del RNA (RNAseq) o microarrays, de metilacion del DNA, de proteina
y de distintos parametros clinicos (Bowman, Wang, Carro, Verhaak, & Squatrito, 2017). La
aplicacién GlioVis (http://gliovis.bioinfo.cnio.es/), que sirve para la visualizacion de bases de datos
de expresion en tumores cerebrales humanos, contiene aproximadamente 6.500 muestras de
tumores cerebrales y 50 bases de datos de expresién generadas por distintos laboratorios
(Bowman et al., 2017). Con el fin de determinar la potencial relevancia de los genes improntados
en la formacién y/o desarrollo del GBM en humanos, se obtuvo de la base de datos Geneimprint
(www.geneimprint.com) la lista de genes improntados descritos en humanos hasta la fecha
(Figura Suplementaria 1). A continuacion, se analizd la expresion de todos estos genes
improntados en muestras de tumores humanos, utilizando la base de datos de Gill de GlioVis que
engloba datos de RNAseq de 17 muestras no tumorales y 75 tumorales (con tres réplicas por
muestra) de GBM. Un total de 81 genes improntados se expresaban en las muestras analizadas,
de los cuales, 57 mostraron cambios de expresion (70,37%) entre las muestras tumorales y las no
tumorales (Figura 12A, B). Dentro del grupo de genes improntados cuya expresidn se encontraba
alterada, 23 presentaron una expresién mayor en las muestras tumorales con respecto a las

muestras no tumorales (40,35%), y 34 presentaron una expresion menor (59,65%) (Figura 12A).
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Figura 12. Las muestras de pacientes de GBM muestran alteraciones significativas en los niveles de expresién
de genes improntados. A) Gréficos en circulo donde se muestran los porcentajes de genes improntados
alterados en muestras de GBM respecto a muestras no tumorales (NT). Se utilizaron para el andlisis los
datos de RNAseq de la base de datos de Gill en la plataforma de GLIOVIS que incluye 75 pacientes de GBM.
Un gran porcentaje de genes improntados estdn alterados en las muestras de GBM respecto a las no
tumorales (70%). Los graficos muestran, ademds, que casi el 60% de los genes presentan una expresion
disminuida (naranja) en las muestras tumorales con respecto a tejido no tumoral, mientras que alrededor
de un 40% de los genes presentan una expresion aumentada (verde) en GBM. B) Distribucidn de los genes
improntados expresados en muestras de GBM a lo largo del genoma humano. Se representan los
cromosomas con los genes de expresién materna (rojo) y paterna (azul). En verde aparecen los genes cuya
expresion estd aumentada en los pacientes de GBM, mientras que en naranja aparecen aguellos genes con
una expresion disminuida. Los genes improntados que no alteran la expresion con respecto a tejido no
tumoral aparecen en gris.

Dadas las alteraciones observadas en la expresiéon de genes improntados en GBM, se
analizé a continuacién si el perfil de expresion de estos genes permitia distinguir entre
poblaciones tumoralesy no tumorales. Con este fin, se examinaron los datos de RNAseq de célula
Unica obtenidos por un estudio previo en el que se analizaba el transcriptoma de poblaciones
celulares no tumorales (linfocitos T, macréfagos y oligodendrocitos) y de células de GBM en 28
tumores humanos (Neftel et al., 2019). Estos datos revelaron la enorme heterogeneidad dentro
del GBM, describiendo la presencia de hasta cuatro estados celulares dentro del propio tumor:
tipo progenitor oligondendrocitario (OPC), tipo astrocitario (AC), tipo mesenquimal (MES) y tipo
progenitor neural (NPC) (Neftel et al., 2019). En nuestro estudio también se incluyeron en la
comparativa datos de expresién de genes improntados en NSCs adultas humanas descritos

previamente (Donega et al., 2019).
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Del total de genes improntados analizados, 92 mostraron una expresion significativa en
oligodendrocitos, mientras que 68 de ellos se expresaban en las NSCs. La mayoria de estos genes
improntados (70,65%) se encontraban alterados en GBM al ser comparados con
oligodendrocitos; sin embargo, Unicamente el 16% de estos genes diferia en su expresién con
respecto a las NSCs humanas (Figura 13A), sugiriendo que las NSCs comparten perfiles de
expresion de genes improntados con las células malignas. Basandonos en estos mismos datos
(Neftel et al., 2019), se llevd a cabo un anélisis de reducciéon dimensional tSNE teniendo en cuenta
Unicamente la expresion de los genes improntados presentes en la matriz de expresién, para asi
determinar si la expresién diferencial de estos genes era capaz de distinguir entre poblaciones

celulares tumorales y no tumorales (Figura 13B).
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Figura 13. El perfil de expresién de los genes improntados define las subpoblaciones del GBM y las distingue
de poblaciones no tumorales. A) Porcentaje de genes improntados alterados en GBM con respecto a
oligodendrocitos (panel izquierdo) o respecto a NSCs adultas humanas (panel derecho). El porcentaje de
genes que aumentan se ha indicado en verde, y el porcentaje de genes que disminuyen en naranja. El
porcentaje de genes que no se ven alterados entre los tipos celulares se muestra en gris. Los datos de
expresion se han obtenido de los analisis de RNAseq de Neftel C et al. 2019 y Donega et al. 2019. B) Andlisis
de los datos de RNAseq de célula Unica (Neftel et al., 2019) donde se muestran los subtipos celulares dentro
de los GBM: AC (tipo astrocitario), MES (tipo mesenquimal), NPC (tipo pro-neural) y OPC (tipo
oligodendrocitario), y células no tumorales: oligodendrocitos, macréfagos y linfocitos T en funcién de la
expresion de genes improntados a partir de un analisis de reducciéon dimensional tSNE. C) Andlisis de los
datos de RNAseq de muestras de GBM (Neftel et al., 2019) que incluyen las NSCs adultas humanas (Donega
et al., 2019), donde se muestran los subtipos celulares del GBM y las NSCs en funcion de la expresion de
los genes improntados basandose en un analisis de reduccién dimensional tSNE. Un total de 222 genes
improntados han sido analizados. Imagen obtenida de: Aberrations of genomic imprinting in glioblastoma
formation — Frontiers in Oncology (Lozano-Urefia A et al. En prensa).
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Curiosamente, las células no malignas analizadas, linfocitos T, macréfagos vy
oligodendrocitos, formaron tres clusters separados claramente de las células de GBM, que
expresaban de forma significativa marcadores, previamente descritos en el estudio, especificos
de cada tipo celular (Figura 13B) (Neftel et al., 2019). Este analisis no solo mostré que la expresion
combinada de genes improntandos era capaz de diferenciar tipos celulares no tumorales frente
a tumorales, sino que, ademas, identifico varias subpoblaciones dentro del propio GBM (Figura
13B). De hecho, se obtuvieron clusters separados de células que coincidian con cada estado
celular, es decirtipo NPC, OPC, MES o AC (Figura 13B). Cuando se repitié este andlisis de reduccion
dimensional incluyendo los datos de RNAseq de NSCs adultas humanas (Donega et al., 2019), las
células GBM fueron nuevamente separadas en clusters de acuerdo con los cuatro estados
celulares previamente descritos, y en este caso, las NSCs quedaron incluidas dentro de las células
malignas (Figura 13C). Por tanto, este estudio junto con la alta frecuencia de alteraciones en la
impronta gendmica y el aumento en la propension a desarrollar cdncer en los pacientes con
sindromes de impronta, enfatiza la importancia de este mecanismo epigenético en el origen y

desarrollo del cancer.

Para determinar si estas alteraciones en la expresidén de genes improntados era relevante
también en GBM murino, se utilizé un modelo celular generado en el laboratorio de la Dra. Pilar
Sanchez Gémez a partir de la induccién de la expresién del gen Egfr en NSCs adultas de la SVZ de
ratones p16/p19 deficientes (Gargini et al., 2020), denominadas en este trabajo como GBM-EGFR.
En esta linea de GBM se estudid la expresidon de varios genes improntados utilizando NSCs de
ratones WT como control (Figura 14). De un total de 26 genes improntados analizados, 13 (50%)
presentaron una expresion alterada con respecto a NSCs adultas (Figura 14). Del total de genes
improntados, el 38,46% mostraron una disminucion en su expresién en la linea GBM-EGFR,
mientras que Unicamente el 11,54% de los genes improntados analizados aumentaron su
expresion con respecto a las NSCs (Figura 14). Estos resultados confirman que la adquisicién de
un fenotipo tumoral conlleva cambios significativos en la expresion de los genes improntados

también en NSCs murinas.
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Figura 14. La expresion de genes improntados se ve alterada en el GBM. Comparativa de Ia expresion de
genes improntados en GBM-EGFR con respecto a las NSCs control. En verde se han marcado los genes
improntados que aumentan su expresion en la linea tumoral, mientras que en naranja aparecen aquellos
que disminuyen su expresion respecto a las NSCs. Los genes improntados analizados aparecen en orden
segun su localizacién cromosdmica, que también ha sido indicada. Las barras de error muestran el s.e.m.
de tres cultivos. Los p-valores ***<0,001, **<0,01, *<0,05. El porcentaje de genes improntados cuya
expresion cambia en la linea GBM-EGFR con respecto a las NSCs control también ha sido indicado.

2.2. El proceso de impronta genémica se ve alterado durante la formacién de tumores cerebrales

Muchos son los estudios llevados a cabo para desvelar las claves que conducen a la formacién
del cdncer mas agresivo del cerebro, el GBM. Por ello, se han desarrollado multiples modelos
murinos que recapitulan los efectos que produce esta patologia en humanos (Sampetrean & Saya,
2018). Estos modelos animales se basan en la mutacién de diversos genes que se encuentran
alterados comidnmente en este tipo de cdncer y, aun asi, su formacion resulta infrecuente (Miyai
et al.,, 2017; Neftel et al., 2019; Sampetrean & Saya, 2018). Por ello, una estrategia usualmente
utilizada es el trasplante de células de GBM, ya sean humanas o murinas, en el cerebro de
animales inmunocomprometidos (Miyai et al., 2017; Sampetrean & Saya, 2018); sin embargo,
esta estrategia impide estudiar los eventos tempranos que conducen a la transformacién maligna

in vivo.

2.2.1 La reprogramacion in vivo de animales GFAP-rtTA;i4F induce la formacion de tumores

cerebrales

En este estudio hemos utilizado dos modelos de formacidn de tumores in vivo basados en la

reprogramacion inducida en el cerebro. El primer modelo utilizado fue el ratén reprogramable
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i4F-B que, como se ha comentado, expresa de forma inducible por doxiciclina el transgén OSKM
en todas las células del organismo debido a la localizacidon del cDNA de rtTA en el locus de
expresion ubicua Rosa26 (Figura 15A; Figura 1 MM). Para la induccidn de la formacién de tumores
se llevd a cabo la activacion del casete OSKM mediante el tratamiento con 0,2 mg/ml de
doxiciclina en el agua de beber durante 2,5 semanas, tal como habia sido descrito (Abad et al,,
2013) (Figura 15A). Para controlar la cantidad de antibidtico consumido, se comprobd la ingesta
de agua vy el peso de los animales tratados cada dos dias durante la duracion del tratamiento
(Figura 15B). Este seguimiento mostré un menor consumo de agua en los animales i4F-B tratados
(Figura 15B) lo cual dio lugar a la consiguiente pérdida continua de peso en los animales
reprogramables respecto a ratones control con o sin tratamiento, o respecto a animales i4F-B sin

tratar (Figura 15B).

Con el fin de comprobar el efecto de la reprogramacién inducida tras el tratamiento, se
estudid el aspecto de érganos como el estdmago, el bazo, el ciego del intestino y el cerebro de
los animales tratados (Figura 15C). Mientras que el cerebro no mostré cambios en el tamafio ni
aspecto entre los ratones i4F-B y WT, tanto el estémago como el bazo y el ciego presentaron una
displasia hipertrofica en los ratones i4F-B con respecto a los controles a los 11-14 dias después
de la retirada de la doxiciclina (Figura 15C), como ya se habia descrito previamente (Abad et al.,
2013). Un analisis de la expresion del transgén OSKM en diferentes tejidos, incluyendo la SVZ,
justo después de la retirada de tratamiento, mostro la expresion del transgén en los diferentes
tejidos estudiados en los ratones i4F-B, sin expresion significativa en los ratones control (Figura
15D), indicando que la doxiciclina era capaz de alcanzar los distintos érganos, incluido el cerebro
(Das, Tenenbaum, & Berkhout, 2016; Mansuy et al., 1998), e inducir la expresién de los factores
de reprogramacién. No obstante, cabe destacar que los niveles de expresién en la SVZ fueron
inferiores con respecto al resto de tejidos analizados (Figura 15D). La expresidn del gen Oct4
(Figura 15E), también se vio aumentada en distintos érganos de los animales i4F-B, si bien este
aumento también fue menor en la SVZ (Figura 15E). Aunque los resultados indican que la
doxiciclina es capaz de atravesar la barrera hematoencefdlica, como ya se habia reportado
previamente en otros estudios (Abad et al., 2013; Das et al., 2016; Mansuy et al., 1998; Rodriguez-
Matellan et al., 2020), los menores niveles de expresion del transgén en el cerebro, y
especialmente en la SVZ, sugeria que este modelo de induccion pudiera ser menos eficiente en

el cerebro que en otros drganos.
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Figura 15. Los ratones i4F-B portadores del transgén OSKM activan su expresion tras el tratamiento con
doxiciclina. A) Esquema del protocolo seguido para la reprogramacion in vivo de ratones i4F-B mediante el
tratamiento con 0,2 mg/ml de doxiciclina en el agua durante 2,5 semanas. B) Registro del volumen de agua
(en ml) bebido por los animales controles WT (azul) tratados y sin tratar con doxiciclina, y de los animales
i4F-B (amarillo) tratados y sin tratar con la doxiciclina medido por dia y ratén (grafica superior). Registro del
incremento de peso (en mg) de los animales controles e i4F-B tratados y sin tratar, medido por dia y raton
(gréfica inferior). C) Imagenes de distintos 6rganos (estdbmago, bazo, ciego y cerebro) de animales
reprogramables i4F-B y animales control tras 11-14 dias después de la finalizacién del tratamiento con
doxiciclina. D) Expresién del transgen OSKM mediante qPCR en diferentes tejidos de animales control (azul)
e i4F-B (amarillo) tras las 2,5 semanas de tratamiento. La regiéon amplificada en la PCR se encuentra indicada
asi como la localizacién de la unién de las sondas utilizadas para dicha amplificacién (flechas rojas). E)
Expresion de Oct4 mediante gPCR en diferentes tejidos de animales control (azul) e i4F-B (amarillo) tras
2,5 semanas de tratamiento. El gen Gapdh se ha utilizado para normalizar los datos de expresion. El nimero
de muestras y los p-valores aparecen indicados en la figura. Las barras de error muestran el s.e.m. Barras
de escala en C: 200 mm.

Para comprobar si la reprogramacién habia tenido lugar, se analizé la expresion de genes
asociados a pluripotencia como Nanog y Rex1 unos dias después de la retirada del tratamiento
en dos ratones iF-4B y sus controles (Figura 16A). Se observé la expresién de ambos genes en el
bazo e intestino donde se encontraron ademas, varios tumores (Figura 16A), tal y como ya
demostraron Abad M et al. 2013. Por el contrario, no se detectd expresion de estos genes en el

cerebro (Figura 16A, B). Un estudio reciente ha mostrado que ratones i4F-B tratados con 2 mg/ml
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de doxiciclina durante 12 dias, eran capaces de reprogramar el nicho neurogénico del hipocampo,
detectado mediante un aumento de Nanog, aunque esta alteracién no se observé en la corteza
cerebral (Rodriguez-Matellan et al., 2020), sugiriendo que las NSCs podrian ser mds susceptibles
a la reprogramacion. Por ello, analizamos la expresién de Nanog en la SVZ de nuestros animales
i4F-B justo después del tratamiento con 0,2 mg/ml durante 2,5 semanas, pero no se detectaron
cambios en este nicho neurogénico (Figura 16B). Aungue este resultado pudiera ser debido a la
diferencia de dosis en el tratamiento con doxiciclina, el tratamiento con 1 mg/ml de nuestros

animales durante Unicamente 1 semana producia una mortalidad del 100%.

El activador rtTA que permite la expresidon del transgén en el modelo i4F-B esta situado en
el locus Rosa26, de expresion ubicua (Abad et al., 2013), aunque estad en debate si el promotor
enddgeno del locus Rosa26 puede dirigir la activacion transgénica condicional en todos los tejidos
de ratones adultos de forma eficiente (Wortge et al., 2010). Por ello, se llevd a cabo el analisis de
expresion endégena del gen Rosa26 en diferentes regiones del cerebro utilizando el higado como
6rgano control (Figura 16C). Tanto el cerebro como las distintas regiones cerebrales ensayadas,
incluyendo la SVZ, mostraron niveles de expresion similares a los del higado (Figura 16C). Estos
resultados indican que el rtTA puede estar expresandose a los mismos niveles que en otros tejidos
pero que dicha expresion no parece ser suficiente para inducir la expresion de genes de
pluripotencia y por tanto promover la reprogramacion de células cerebrales como lo hace en
otros organos. Por ello, el modelo i4F-B no resultd ser eficiente para el estudio de la formacién

de tumores en cerebro.

Aungue la aparente resistencia del tejido cerebral a la reprogramacion en los ratones i4F-B
sugeria que igual serian necesarios tiempos mas largos tras la induccion, el descenso en
supervivencia de los animales inducidos no nos permitia alargar dichos tiempos vy, por ello,
decidimos utilizar un modelo genético que se basase en la expresion del activador rtTA solo en
astrocitos y NSCs, utilizando una cepa en la que dicha expresidn esta controlada por el promotor
del gen humano GFAP (Ransohoff R, 2010). A fin de obtener el modelo reprogramable especifico,
se cruzaron los ratones Tg(GFAP-rtTA) con otra linea de ratones reprogramables, los i4F-A, que
portan el casete tetracistronico insertado en el gen Neto2, en un cromosoma diferente al del gen
Rosa26. Mediante los cruces correspondientes generamos ratones GFAP-rtTA;i4F y ratones

control, sin el transactivador (i4F), para su induccién con doxiciclina y analisis.
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Figura 16. Los ratones i4F-B portadores del transgén no reprograman eficientemente el cerebro. A) gPCR
para los genes de pluripotencia Nanog y Zfp42 en diferentes tejidos de dos ratones controles y dos ratones
i4F-B tratados con 0,2 mg/ml de doxiciclina durante 2,5 semanas a los 11 (animal “1”) y 14 dfas (animal 2”)
tras la finalizacion del tratamiento. B) gPCR para Nanog en cerebro completo y SVZ de animales control e
i4F-B tras 2,5 semanas con doxiciclina. C) gPCR para Rosa26 en higado y diferentes regiones del cerebro en
animales control, incluyendo cerebro completo, SVZ y NSCs. Las barras de error muestran el s.e.m. El gen
Gapdh se ha utilizado para normalizar los datos de expresion. Los p-valores y el nimero de muestras han
sido indicados.

Debido a la especificidad de la reprogramacion en el cerebro, el tratamiento con
doxiciclina en el agua de beber pudo realizarse con una concentracion y duracién mayor a la
utilizada en el modelo i4F-B. En este caso, los animales fueron tratados con 1 mg/ml de doxiciclina
durante 4 semanas. Transcurrido dicho tiempo, la doxiciclina fue retirada y se esperdé un mes para
la observacién y anélisis de los cerebros (Figura 17A). En este caso, ni el consumo de agua ni el
incremento de peso se vieron afectados en los animales GFAP-rtTA;i4F con respecto a los
animales control i4F (Figura 17B). Cuando se extrajeron los cerebros para su analisis, se
detectaron multiples zonas con hemorragias visibles en fresco (Figura 17C). La eficiencia de la
reprogramacion y formacién de tumores mediante el tratamiento con doxiciclina en animales
GFAP-rtTA;i4F fue del 100%, es decir que los cerebros de todos los animales tratados mostraron
la presencia de masas tumorales. La deteccion por qPCR del casete mostré expresion especifica

en el cerebro de los animales GFAP-rtTA;i4F, no obteniéndose expresion en el higado de estos
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animales ni en los animales controles (Figura 17D). Ademads, se observd un aumento en la
expresidn de los genes de pluripotencia Oct4 y Nanog (Figura 17E), confirmando la presencia de

procesos de reprogramacion en el cerebro de estos animales.
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Figura 17. El cerebro de ratones GFAP-rtTA;i4F se reprograma tras el tratamiento con doxiciclina. A) Esquema
del protocolo seguido para la reprogramacion especifica de cerebro de los animales GFAP-rtTA;i4F que
contienen el transgén OSKM en el locus Neto2 y el activador transcripcional rtTA bajo el promotor del gen
GFAP. El tratamiento con 1 mg/ml de doxiciclina en el agua de beber durd 4 semanas y se esperaron 4
semanas mas para el andlisis de los animales tratados. B) Registro del volumen de agua (en ml) bebido por
los animales control i4F (verde) y de los animales GFAP-rtTA;i4F (rojo), tratados con doxiciclina y medido
por dia y ratén (imagen superior). Registro del incremento de peso (mg) de ratones control i4F (verde) y
ratones GFAP-rtTA;i4F (rojo) tratados, medido por dia y ratén (imagen inferior). C) Imagen coronal del
cerebro de un animal GFAP-rtTA;i4F en el que se observan dos regiones (rodeadas) con hemorragia visible.
D) gPCR para el transgen OSKM, tras las 4 semanas de tratamiento con doxiciclina y 4 semanas mas de
espera para la obtencién de las muestras, en cerebro e higado de ratones control i4F-A (verde) y ratones
GFAP-rtTA;i4F (rojo). El gen Gapdh se utilizd para normalizar los datos. E) gPCR para Oct4 y Nanog en
cerebro de ratones control i4F (verde) y ratones GFAP-rtTA;i4F (rojo) tratados con doxiciclina. El gen 18S
se utilizé para normalizar los datos. Las barras de error muestran el s.e.m. de al menos 3 animales por
genotipo. El nUmero de muestras y los p-valores aparecen indicados en la figura. Barra de escalaen C: 1
mm.

Con el fin de determinar si la reprogramaciéon observada en los animales GFAP-
rtTA;i4F daba lugar a la formacion de tumores en el cerebro y analizar las caracteristicas de éstos,
los animales fueron perfundidos y los cerebros cortados coronalmente para su estudio. Durante
la obtencidn de estos cortes se detectaron masas celulares anormales bajo la lupa, que mostraron

caracteristicas tumorales tras tincién con hematoxilina-eosina (Figura 18A, B). Estas masas
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tumorales presentaron una tincién mas densa para el colorante y fueron encontradas a lo largo
del eje antero-posterior de los cerebros de los animales GFAP-rtTA;i4F, desde el OB hasta el
cerebelo, pero nunca en los ratones i4F que no portaban el transactivador (Figura 18A-C, Figura

Suplementaria 3 y 4).

Con el fin de caracterizar los tumores solidos extraidos de ratones GFAP-rtTA;i4F, se
estudio el perfil de expresidn génica de distintos marcadores por gPCR utilizando como control
un fragmento de tejido de la misma regién diseccionada de animales i4F (Figura 19). La expresion
de Oct4 en 22 muestras tumorales obtenidas de cerebros de animales reprogramados mostré un
aumento de 2.500 veces con respecto a los animales control (Figura 19A-C). Curiosamente, las
muestras correspondientes a las regiones mas rostrales (OB, RMS y corteza rostral) presentaron
un mayor aumento de la expresion de Oct4 (Figura 19C). Con el fin de determinar el estado
completo de reprogramacion celular, la expresién de Nanog también fue analizada en estas
muestras (Figura 19C). Los resultados de este analisis, mostraron mucha variabilidad entre
muestras (Figura 19C y 20). También, se analizd la expresion de genes asociados a la
diferenciacién en las tres capas embrionarias, tales como el gen Kdr asociado a mesodermo y el
gen Afp asociado a endodermo. La expresion del gen Kdr presentd un aumento en 7 de los
tumores (muestras 1, 9, 10, 11, 14, 17 y 22) en comparacién a sus regiones control (Figura 19Cy
20). Por otro lado, la expresién de Afp aparecié aumentada en las muestras 4, 5, 11, 13, 17 y 20

(Figura 19Cy 20).
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Figura 18. Tumores en ratones GFAP-rtTA;i4F reprogramados con doxiciclina /n vivo. A) Imagenes de cortes
histoldgicos en lupa a lo largo del eje antero-posterior de animales GFAP-rtTA;i4F tratados con doxiciclina.
Las masas tumorales aparecen indicadas con cabezas de flecha rojas. B) Imagenes de cortes coronales
teflidos con hematoxilina-eosina de ratones GFAP-rtTA;i4F tratados. La ubicacidn de los cortes a lo largo
del eje antero-posterior del cerebro aparece representada. Las regiones tumorales tefiidas aparecen
amplificadas (1’, 2/, 3’, 4’, 4”7, 4”"). C) Imagenes de cortes coronales a lo largo del eje antero-posterior del
cerebro de ratones control tefiidos con hematoxilina-eosina. VL: ventriculo lateral. Barras de escalaen A: 1
mm; en B: 200 um en 1y 4’-4’””, 100 um en 2y 3, 500 um en 4; en C: 200 pm.
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Figura 19. Los tumores sélidos en animales reprogramables GFAP-rtTA;i4F expresan marcadores tumoralesy
de reprogramacioén. A) Localizaciény animales donde se han encontrado los tumores sdlidos para el analisis
de expresion génica. B) NUmero de tumores encontrados por animales y por region cerebral. C) Expresion
relativa mediante gPCR de los genes de pluripotencia Oct4 y Nanog, de los genes de GBM Cd44 y Nestina
en las 22 muestras tumorales extraidas de animales GFAP-rtTA;i4F. Los marcadores de mesodermo Kdry
de endodermo Afp también se incluyen. El estudio se realizé respecto a las mismas regiones cerebrales de
animales control i4F. El aumento de expresion se muestra en verde, mientras que la disminucion aparece
en naranja. Aquellas muestras cuyos niveles de expresién fueron similares a las muestras control se han
indicado en gris. Las graficas con la expresion relativa media de mRNA de las muestras control i4F (verde)
y GFAP-rtTA;i4F (rojo) también se incluyen. El gen 18S se ha utilizado para relativizar. Las barras de error
muestran el nimero de muestras analizadas y el s.e.m. Los p-valores han sido indicados.
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A continuacion, se estudio la expresidn de los genes Cd44 y Nestina ambos asociados a
tumores tipo GBM (Figura 19C). Niveles altos de CD44 se han correlacionado con un mayor
potencial de desarrollar tumores in vivo (Anido et al., 2010) y ha sido asociado al subtipo de GBM
mas agresivo, al subtipo denominado mesenquimal (Brown et al., 2017; Mooney et al., 2016; F.
Wang et al., 2018). Varios de los tumores encontrados mostraron una expresion de este gen que
fue mayor que en las muestras control, concretamente los tumores 1, 6, 9, 10, 17 y 22 (Figura
19C y 20). Ademas, 15 de las 22 muestras analizadas mostraron una mayor expresion
de Nestina con respecto a la expresion en las mismas regiones control (Figura 19C y 20).

Oct4 Nanog Cd44 Nestin Kdr  Afp
Tumor 1 [ ] alta
Tumor 2
Tumor 3
Tumor 4
Tumor 5
Tumor 6
Tumor 7
Tumor 8
Tumor 9
Tumor 10
Tumor 11
Tumor 12
Tumor 13
Tumor 14
Tumor 15
Tumor 16
Tumor 17
Tumor 18
Tumor 19
Tumor 20
Tumor 21
Tumor 22

baja

Nestina:ectodermo Kdr: mesodermo Afp:endodermo

Figura 20. Resumen de la expresidn génica en tumores de animales reprogramables GFAP-rtTA;i4F. Tabla
resumen con el analisis de expresion de las 22 muestras tumorales obtenidas de ratones GFAP-rtTA;i4F-A
reprogramados con doxiciclina para los genes Oct4, Nanog, Cd44, Nestina, Kdry Afp en relacién a animales
control i4F. El aumento de expresion ha sido indicado en verde, mientras que la disminucion aparece en
naranja. La expresion de los genes que no se encuentra alterada en las muestras aparece en gris. El orden
se basa en la localizacion de la muestra en el eje antero-posterior del cerebro.

Con el fin de analizar en mas detalle la naturaleza de los tumores formados tras la
reprogramacion de los animales GFAP-rtTA;i4F, se realizaron estudios mediante IHC de una
variedad de los marcadores tumorales descritos anteriormente. Este analisis permitié distinguir
al menos dos tipos de tumores formados en los ratones GFAP-rtTA;i4F: tumores con un fenotipo
de glioblastoma (Figura 21) y los de fenotipo teratoma (Figuras 23) en funcion de la presencia o
no de marcadores de GBM. En primer lugar, la adquisicién de un estado de pluripotencia en
células de los cerebros reprogramables fue observada mediante el marcador SSEA1, que también

ha sido descrito como marcador de GSCs (M. J. Son et al., 2009). La IHC para este marcador
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mostrod la presencia de células SSEA1+ en las masas tumorales de los animales GFAP-rtTA;i4F,
pero no en los animales control i4F, tratados con doxiciclina (Figuras 21, 22 y 23, Figura
Suplementaria 5), confirmando asi, la efectividad del protocolo de reprogramacién in vivo. A
continuacion, se realizd el estudio de expresion de Integrina a6, molécula implicada en la
capacidad de auto-renovacion y formacion de tumores de las GSCs (Corsini & Martin-Villalba,
2010; Delamarre et al., 2009; Lathia et al., 2010). La deteccién de este marcador reveld que se
restringia a zonas altamente vascularizadas, donde se encontraban las células SSEA1 positivas

(Figura 21A, Figura Suplementaria 5).

También se analizé la presencia del marcador tumoral CD44. Los estudios de expresion
de esta proteina revelaron su presencia en los cerebros de animales reprogramables (Figura 21A,
Figura Suplementaria 6) sugiriendo la formacién de tumores de tipo GBM de fenotipo
mesenquimal. Algunas de estas células CD44 positivas mostraron ser también positivas para el
marcador de proliferacién Ki67 (Figura 21A), pudiendo ser responsables, por tanto, del
crecimiento del tumor. Debido a que el modelo se basa en la reprogramacién de células GFAP, y
que precisamente este marcador también se ha asociado a algunos GBM (Goyal et al., 2015;
Ludwig & Kornblum, 2017) se llevé a cabo la deteccion de la proteina GFAP en el tejido (Figura
20). Curiosamente, las células positivas para el marcador tumoral CD44 no co-localizaron con
células GFAP positivas (Figura 21A). La presencia de la proteina Vimentina también fue estudiada.
Esta molécula esta asociada a filamentos intermedios, se expresa de forma ubicua en células
mesenquimales y ha sido descrita en la migracién de diferentes tipos de cancer incluyendo el
GBM (Nowicki et al., 2019; Satelli & Li, 2011; S. Zhao et al., 2016). En el estudio, se encontraron
células doblemente marcadas para CD44 y Vimentina (Figura 21A). Para finalmente confirmar la
presencia de tumores de tipo GBM en los cerebros reprogramables, se estudié la expresion de
Nestina (Figura 21A), marcador de NSC que también ha sido descrito en GBM y asociado a mal
prondstico en los pacientes (Ludwig & Kornblum, 2017; F. Wang et al., 2018). Curiosamente, en
los animales GFAP-rtTA;i4F se observaron células positivas para Nestina agrupadas en regiones
muy concretas del cerebro, como la SVZ, el parénquima estriatal o la corteza (Figura 21A, Figura
Suplementaria 5). La morfologia de las células positivas para el marcador Nestina y Vimentina en
tumores de la SVZ fue completamente distinta a las NSCs y progenitores que se encuentran
normalmente en la SVZ de ratones control (Figura 21A y 22A). Mientras que en la SVZ se
encuentran prolongaciones marcadas para Nestina y Vimentina alrededor de los ventriculos
(Figura 22A), en los tumores de los animales reprogramables, estos marcadores aparecieron en

células aisladas y con una morfologia fusiforme o redonda sin prolongaciones (Figura 21A, Figura
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Suplementaria 5). Ademads, en los tumores donde se encontraron células positivas para Nestina y

Vimentina, también se observaron células que fueron positivas para CD44.

TIPO GLIOBLASTOMA
A GFAP-rtTA:i4F

ESTRIADO Y CORTEZA

rinat SSEA1L

CD44 GFAP DAF

Figura 21. La reprogramacion del cerebro de los animales GFAP-rtTA;i4F da lugar a la formacién de tumores
de tipo glioblastoma. A) IHC para SSEA1 (azul) e Integrina 6a (rojo), CD44 (rojo), GFAP (azul) y Ki67 (verde),
Nestina (verde), y Vimentina (naranja) y CD44 (rojo) en zonas tumorales de la regién SVZ-estriado (panel
izquierdo) o de corteza (panel derecho) de ratones GFAP-rtTA;i4F reprogramados, mostrando caracteristica
de tumores tipo glioblastoma. Las cabezas de flecha indican células ampliadas B) IHC para CD133 (rojo) en
corteza de ratones GFAP-rtTA;i4F tratados con doxiciclina (panel izquierdo) o de Sox2 (verde), Nanog (rojo)
y GFAP (azul) en estos ratones. V: ventriculo. DAPI se ha utilizado para contratefiir el nucleo. Barras de
escala en Ay B: 20 um; en ampliaciones: 10 um.

CD133 es una glicoproteina que al igual que Nestina, es encontrada tanto en células
normales como cancerosas, y en condiciones patoldgicas estd asociada al crecimiento de las
células tumorales (Ahmed et al., 2018; Brown et al., 2017). La deteccién de CD133 en cerebros
de animales GFAP-rtTA;i4F mostré células positivas para dicho marcador en tumores de corteza
(Figura 21B), mientras que apenas un pequefio numero de células fue detectado en los animales

control (Figura 22A). Estos marcadores de GBM también fueron encontrados en otras regiones
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ademads de la SVZ-estriado (Figura 21A), como corteza u OB, mientras que no se observaron
células positivas para SSEA1, Integrina 6a, CD44, Nestina o Vimentina en cerebros de ratones i4F
tratados con doxiciclina (Figura 22A). En estos tumores no se observaron células Nanog (Figura
21A y 23C). Finalmente se llevo a cabo la IHC para Olig2 (Figura 22B), asociado a un fenotipo
mas pro-neural del GBM, y también a oligodendrogliomas (Okada et al., 2011; Yokoo et al., 2004).
Esta deteccion no mostréd cambios en la expresion de Olig2 en el tejido de animales

reprogramables respecto a sus controles (Figura 22B).

A i4F i4F
CD31 SSEA1__ NANOG GFAP

B INTEGRINAGE SSEA1

c i4F GFAP-tTA;i4F

oLIG2

Figura 22. Los animales control no expresan marcadores asociados a GBM. A) IHC para marcadores de
pluripotenciay de GSCs glioblastoma en SVZ (panel izquierdo) y corteza (panel derecho) en cortes coronales
de animales i4F. B) IHC para OLIG2 en cortes coronales de animales i4F y GFAP-rtTA;i4F. V: ventriculo. DAPI
ha sido utilizado para contratefiir el nucleo. Las barras de escala: 25 um.

Junto con los tumores que expresaban marcadores asociados al GBM, también se
detectaron masas tumorales que no presentaron ninguno de los marcadores estudiados excepto
SSEA1 (Figura 23A-D). Estos tumores se encontraron en distintas regiones del cerebro (Figura
18A), presentaban un tamafio mayor y una alta densidad de vasos sanguineos CD31 positivos
(Figura 23C), y tampoco expresaban el marcador astrocitario GFAP (Figura 23C, D). Aunque
tampoco se detectaron células positivas para Nanog en estas masas tumorales (Figura 23C), estos

tumores se clasificaron como de fenotipo tipo teratoma.
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TIPO TERATOMA
GFAP-rtTA;i4F

CD44 GFAP L[

Figura 23. Los animales GFAP-rtTA;i4F
presentan tumores tipo teratoma. A) Teratoma
detectado mediante tincion con hematoxilina
y eosina en un corte coronal de un cerebro
GFAP-rtTA;i4F tras la reprogramacién con
doxiciclina durante 4 semanas. B) IHC para el
marcador de pluripotencia temprano SSEA1
(panel izquierdo), y CD44 (rojo) y GFAP (azul)
(panel derecho) en masas tumorales de
animales GFAP-rtTA;i4F. Los tumores de tipo
teratoma presentan el marcador SSEA1, pero
no CD44 ni GFAP. C) IHC para el marcador de
vasos sanguineos CD31 (panel izquierdo); y
GFAP (azul), Sox2 (verde) y Nanog (rojo) en
ratones GFAP-rtTA;i4F. D) IHC para GFAP y Ki67
(panelizquierdo), y Nestina (panel derecho) en
estos mismos ratones. Se detectan células en
proliferacién en las masas tumorales tipo
teratoma. DAPI ha sido utilizado para
contratefiir el nucleo. Barras de error en A: 200
um; en B-D: 50 um (ampliaciones: 5 um).

Como se ha mostrado anteriormente, los tumores fueron encontrados en distintas

regiones del cerebro, incluyendo la SVZ. Precisamente, uno de estos tumores mostré células

tumorales positivas para CD44 localizadas a lo largo de toda la SVZ y que descendian hasta el

estriado donde se observaba la masa celular tumoral (Figura 24). Este tumor situado cerca de la

SVZ mostro células positivas también para Nestina y SSEA1 que se desplazaban ventralmente al

estriado (Figura 24), sugiriendo una posible migracion de las células tumorales procedentes del

nicho neurogénico hacia esas zonas, como ya fue observado en Lee et al. 2019.
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SVZ-GLIOBLASTOMA

Figura 24. Los tumores formados a partir de la
reprogramacion de animales GFAP-rtTA;i4F podrian
tener origen en las SVZ y migrar para formar el
tumor. El tumor detectado en el estriado (rodeado
en rojo) de uno de los animales reprogramados con
doxiciclina mostré células Nestina (verde), SSEA1
(azul) y CD44 (rojo) positivas que parecian migrar
desde la SVZ hasta la masa tumoral detectada en la
region cerebral del estriado, sugiriendo una posible
migracion desde la zona neurogénica. Barras de
escala: 20 um (corte coronal completo: 1mm).

Para investigar en mas detalle la naturaleza de los tumores formados y el papel de los genes
improntados en la reprogramacion de los animales GFAP-rtTA;i4F, a la vez que se obtiene una
herramienta de manipulacién génica de células tumorales in vitro, se llevé a cabo el aislamiento
y cultivo de células a partir de los cerebros inducidos de animales reprogramables. Para ello, se
disgregaron los cerebros completos de dichos animales y se sembraron las células en medio GBM
para permitir el crecimiento de las células malignas (Figura 25A). Tanto NSCs cultivadas
como control como los cultivos de cerebros GFAP-rtTA;i4F crecieron en forma de esferas aunque
mostraron diferencias morfolégicas y de comportamiento tales como la adhesién a la placa
(Figura 25B). Ademas, las células GFAP-rtTA;i4F mostraron una mayor propension a la formacion
de esferas (Figura 25B) y a proliferar mas, reflejada en la proporcién de células positivas para Ki67
y parala incorporaciéon de EdU, aunque éstas no resultaron estadisticamente significativas (Figura

25C).

Para comprobar la presencia de células tumorales en los cultivos GFAP-rtTA;i4F, se

analizaron los marcadores SSEA1 y CD44 por citometria de flujo, estrategia utilizada previamente
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para el aislamiento y caracterizacién de las GSCs (Ghuwalewala et al., 2016; Pollard et al., 2009;
L. Wang et al., 2018). Como control positivo de células malignas se utilizaron las células GBM-
EGFR. Como control negativo se utilizaron NSCs de animales WT. En primer lugar, las células
GBM-EGFR pudieron ser diferenciadas por citometria de las NSCs y de los cultivos tumorales por
la presencia de la proteina GFP en las células de GBM (Figura 25D). Ademas, los pardmetros de
complejidad y tamafio también permitieron diferenciar los distintos tipos celulares (Figura 25E).
El analisis mostré que tanto las NSCs control como las células de ratones GFAP-
rtTA;i4F, expresaban el marcador de membrana CD44 casi en la totalidad de las célulasy con una
intensidad similar (Figura 25E, F). A pesar de que el porcentaje de células positivas para este
marcador en las células GBM-EGFR no fue significativamente diferente a las NSCs control y
cultivos de cerebros de animales GFAP-rtTA;i4F (Figura 25E), la intensidad del marcaje de CD44
mostrd ser mayor en las GBM-EGFR (Figura 25F). Tampoco el marcador SSEA1 mostré diferencias
en el porcentaje de células positivas entre las NSCs control y los cultivos GFAP-rtTA;i4F, siendo en
ambos casos menor que el porcentaje en las GBM-EGFR (Figura 25E). Ademas, la intensidad del
marcaje de SSEA1 fue mayor en las GBM-EGFR con respecto a las NSCs control y las células GFAP-
rtTA;i4F (Figura 25F). Estos resultados muestran que las lineas generadas a partir de animales
reprogramados, aunque muestran caracteristicas de crecimiento distintas a las NSCs control, no

difieren en la expresion de los marcadores tumorales CD44 y SSEAT.
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Figura 25. Los cultivos celulares de animales GFAP-rtTA;i4F muestran propiedades de crecimiento distintas a
las NSCs. A) Esquema del proceso de aislamiento, cultivo y caracterizacion de las células GFAP-rtTA;i4F para
la obtencion de GSCs tras el tratamiento con doxiciclina. Los cerebros de los animales fueron disgregados
enzimatica y manualmente hasta obtener una suspensién celular, que fue cultivada en medio de GBM. Los
cultivos crecieron en forma de esferas que fueron disgregadas mecénicamente y marcadas con anticuerpos
frente a CD44 y SSEA1, para posteriormente ser analizados por citometria de flujo. B) Imagenes en
contraste de fases de NSCs adultas de la SVZ y de cultivos GFAP-rtTA;i4F. El nimero de esferas formadas
tras la siembra de 50 células/ul fue determinado tanto en NSCs control como en cultivos de cerebro GFAP-
rtTA;i4F. C) Recuento del porcentaje de células EdU y Ki67 positivas en los cultivos de ambos genotipos. A
la derecha de la imagen se muestra la ICC para los marcadores EdU (rojo), Ki67 (verde) y Nestina (azul) en
los cultivos de NSCsy de cerebros GFAP-rtTA;i4F. EI DAPI se ha utilizado para contratefiir y realizar el
recuento de células totales. D) Caracterizacidn por citometria de flujo de NSCs, células de cerebro completo
GFAP-rtTA;i4F y células GBM-EGFR utilizando la deteccién del fluordforo FITC para distinguir las GBM-EGFR.
E) Caracterizacién por citometria de flujo de las células seglin su tamafio y complejidad (SSC-A y FSC-
A). F) Caracterizacién por citometria de flujo delas células mediante la deteccion de SSEAl y
CD44. G) Histograma por citometria de flujo del marcaje de SSEA1 en NSCs (verde), GFAP-rtTA;i4F (rojo) y
GBM-EGFR (naranja). Se muestra también el porcentaje de células positivas para SSEA1 y CD44 en estos
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tres tipos celulares. Las células fueron seleccionadas basandose en el tamafio (FSC-A) y la complejidad (SSC-
A) celular, para eliminar restos celulares y agregados. Las células Unicas fueron a su vez aisladas para
distinguir la poblacion de células vivas y muertas por DAPI. El andlisis de células CD44 positivas se baso en
la deteccion de PerCP-Cy5.5, mientras que para la deteccién de SSEA1 se utilizd APC-Cy7. El nimero de
muestras, asi como los p-valores han sido indicados. El s.e.m. muestra la desviacién tipica de tres cultivos.
Barra de escala en B: 50 umy C: 15 pum.

Debido a la ausencia de diferencias claras a nivel de marcadores por citometria entre los
cultivos obtenidos de la disgregacion de cerebros de animales GFAP-rtTA;i4F y NSCs control, se
realizé una caracterizacién a nivel de mRNA de diferentes marcadores en cultivos de NSCs control
sin tratar, en NSCs de animales i4F y en cultivos de NSCs y cerebro de animales GFAP-rtTA;i4F
tratados in vivo con doxiciclina (Figura 26A). El aumento de expresion del transgén OSKM fue
comprobada en los animales GFAP-rtTA;i4F tratados con doxiciclina; sin embargo, las NSCs
procedentes de la SVZ de animales i4F también mostraron cierta expresion basal del transgén en
dos de los tres cultivos analizados (Figura 26B), indicando que estas NSCs no eran el control mas
adecuado para detectar los cambios en los cultivos GFAP-rtTA;i4F puesto que podrian haber

adquirido ciertas alteraciones, a pesar de no haber generado tumores in vivo.

A continuacion, se estudié la expresién del gen Oct4 y se observd que las células de los
ratones GFAP-rtTA;i4F sembradas y cultivadas en medio GBM también presentaron un aumento
en la expresion de Oct4 de casi 1.000 veces con respecto a NSCs control (Figura 26C). Las NSCs
i4F no mostraron aumento de Oct4, indicando que la expresion basal del transgén OSKM no era
suficiente para inducir el aumento de expresion de este gen (dato no mostrado). Los cerebros
GFAP-rtTA;i4F mostraron un aumento de Oct4, incluso mayor que los cultivos de NSCs, sugiriendo
gue esos cultivos no se componian Unicamente de NSCs. De acuerdo con estos resultados, la
proteina Oct4 fue detectada en las células de cultivos de cerebros GFAP-rtTA;i4F pero no en
las NSCs control (Figura 26D). Sin embargo, la deteccion de la proteina Nanog fue negativa tanto

para las NSCs control como en los cultivos GFAP-rtTA;i4F (Figura 26D).

Para corroborar la adquisicion de caracteristicas malignas en los cultivos tratados, se analizé
la expresidon de los marcadores CD44 y CD133. Ni la expresion del mRNA ni de la proteina CD44
mostraron diferencias con respecto a NSCs control (Figura 26C, D), tal y como se habia observado
en el andlisis por citometria de flujo (Figura 25G). Respecto a CD133, los estudios por gqPCR
mostraron un perfil variable de expresidon del gen con un incremento en las NSCs GFAP-rtTA;i4F
pero un descenso significativo en los cultivos de cerebro completo GFAP-rtTA;i4F con respecto a
NSCs control (Figura 26C), mientras que la ICC realizada frente a esta molécula no mostré cambios

en los cultivos GFAP-rtTA;i4F (Figura 26D).
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Figura 26. Los cultivos de ratones GFAP-rtTA;i4F comparten alteraciones asociadas a las GSCs. A) Esquema
de las NSCs de animales control, NSCs de animales 4FA, y NSCs y células de cerebro completo de animales
GFAP-rtTA;i4F. B) Expresidn del transgén OSKM en NSCs de animales control B6, i4F y GFAP-rtTA;i4F y en
las células obtenidas de la disgregacion del cerebro completo de animales GFAP-rtTA;i4F tratados con
doxiciclina (doxy). C) Expresion de los genes de pluripotencia Oct4y Nanog, los marcadores de célula madre
Cd44 y Cd133, los genes neurales Nestina y Sox2, y los genes Egfr (asociado al subtipo clasico del GBM) y
Olig2 (asociado al subtipo pro-neural del GBM) en NSCs control, y NSCs y células GFAP-rtTA;i4F obtenidas
de cerebro de ratones GFAP-rtTA;i4F reprogramados. Las barras de error muestran el s.e.m. de al menos
tres animales por genotipo. Los p-valores han sido indicados. El gen 18S se ha utilizado para normalizar. D)
ICC para Oct4 (rojo), Nanog (rojo), CD44 (verde), CD133 (verde), Nestina (verde), Sox2 (verde), EGFR (azul)
y Olig2 (azul) en NSCs control y cultivos GFAP-rtTA;i4F. Las barras de escala: 25 um.
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Otro de los marcadores analizados fue Nestina. En este caso, las células de los cultivos GFAP-
rtTA;i4F no mostraron cambios con respecto a los cultivos control ni en la expresién relativa de
MRNA ni en los niveles de proteina (Figura 26C, D). Finalmente, la expresion del gen Egfr aumentd
significativamente tanto en las NSCs GFAP-rtTA;i4F (Figura 26C) como en los cultivos de cerebro
completo (Figura 26D). Ademas, el analisis de expresién del factor de transcripcion Sox2 en las
células GFAP-rtTA;i4F también mostréd un aumento tanto en las NSCs como en los cultivos de
cerebros completos, especialmente en estas Ultimas, tanto en los niveles de mRNA como de
proteina respecto a las células control (Figura 26C, D). Otro factor de transcripcion cuyo aumento
en su expresion ha sido asociado al GBM es Olig2 (Kosty, Lu, Kupp, Mehta, & Lu, 2017; Trepant et
al., 2015). La expresion de este factor también aumentd tanto a nivel de mMRNA como de proteina
en los cultivos GFAP-rtTA;i4F con respecto a NSCs control (Figura 26C, D). Por lo tanto, el
incremento de Oct4, Sox2 y Olig2 respecto a las NSCs en los cultivos GFAP-rtTA;i4F, asi como la
deteccion elevada de los marcadores SSEA1 y EGFR, sugieren la adquisicién de ciertas
propiedades tumorales en los cultivos, apoyando la idea de que la reprogramacion inducida en
células GFAP positivas seria capaz de generar tumores con propiedades de GBM. Ademas, el
aumento en la expresion de Oct4, Cd133, Sox2, Egfr y Olig2 en las NSCs GFAP-rtTA;i4F tratadas
con doxiciclinain vivo, sugieren que estas células podrian encontrarse en un estado de

predisposicion a la transformaciéon maligna.

2.2.2 Los tumores cerebrales formados muestran cambios de expresion en genes improntados

Una vez obtenido un modelo de formacion de tumores cerebrales eficiente, se procedio al
estudio del papel de la impronta gendmica en la formacion y desarrollo de estos tumores. Para
ello, se procedid a analizar la expresion de diversos genes improntados (Figura 27). Un total de
12 genes improntados localizados a lo largo del genoma, y cuya expresidn alterada se identificd
en muestras de tumores humanos y murinos, fueron analizados: Zdbf2, Cntn3, Peg12, Magel2,
Ndn, Snrpn, Cdknlc, Grb10, Dio3, DIk1, Meg3y Rian (Figura 12). Para ello se escogieron 13 de las
22 muestras tumorales encontradas (Figura 19). Entre 4 y 10 genes improntados mostraron una
expresion alterada en los tumores respecto a la misma region cerebral en animales control (Figura
27A, B). La mayoria de los genes estudiados aumentaron su expresion; aunque, algunos tumores,
como por ejemplo el 2, 5y 16, mostraron una disminucién de la expresién de la mayoria de los
genes. Por lo tanto, este andlisis de expresidn permitié observar nuevamente dos perfiles de
expresion diferentes entre los tumores analizados, lo cual podria coincidir con la existencia de

tumores tipo teratoma y GBM previamente detectados por IHC (Figura 21y 23).

Cabe destacar que la mayoria de los tumores mostraron alteraciones en al menos 3 de

los 4 genes improntados situados en el cluster improntado regulado por el IG-DMR: Dio3, Meg3
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y DIk1 (Figura 27A, B). Nuevamente, este locus podria tener implicaciones en la alteraciéon de las
NSCs hacia el fenotipo maligno, como también se habia observado en la transformacioén de las
NSCs en iPSCs durante el proceso de reprogramacién inducida in vitro. Por tanto, nuestros
resultados sugieren que la region IG-DMR podria ser clave en la regulacion del estado de las NSCs
y que su alteracion promoveria su desdiferenciacion completa hasta las iPSCs o hacia la

transformacion en CSCs.
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Figura 27. La reprogramacion de ratones GFAP-rtTA;i4F conlleva alteraciones en la expresion de
genes improntados. A) gPCR para 12 genes improntados en 13 muestras tumorales de ratones
reprogramados GFAP-rtTA;i4F respecto a la expresién en tejido control i4F en las regiones cerebrales en
las que se ha detectado el tumor. La expresion del gen 18S ha sido utilizada para relativizar. B) HeatMap de
los genes improntados en las muestras tumorales de ratones GFAP-rtTA;i4F reprogramados. El aumento
de expresion se muestra en verde mientras que la disminucion en la expresién se ha indicado en naranja.
Aquellos genes cuya expresion no se ve alterada se muestran en gris.

En conclusion, los resultados del andlisis de expresiéon de los genes improntados en
muestras tumorales mostraron dos perfiles de expresién claramente diferenciados, lo cual
coincide con los analisis previos de marcadores moleculares a nivel de proteina, pero también

van en concordancia con los datos del RNAseq del apartado 2.1 en el cual se observé que la
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expresion de los genes improntados es suficiente para distinguir el tejido tumoral del no tumoral

en pacientes de GBM, e incluso los subtipos celulares dentro del GBM.

Las células aisladas de cerebros de animales GFAP-rtTA;i4F reprogramados in vivo, y
crecidas en medio GBM, fueron también analizadas para determinar las alteraciones en la
expresion de genes improntados con respecto a NSCs control (Figura 28). De un total de 25
genes improntados analizados, se observo la alteraciéon de un 20% de ellos (Figura 28A), de los
cuales, asuvez, el 20% disminuyd la expresidn en los cultivos GFAP-rtTA;i4F tratados con respecto
a las NSCs control, mientras que el 80% lo aumentdé (Figura 28A). Unicamente 5 de estos genes
mostraron cambios significativos: Mcts2, Peg12, H19, Meg3 e Igf2r (Figura 28B) aungue otros 10
mostraron tendencias claras a aumentar en los cultivos tumorales: Zdbf2, Peg10, Cntn3, Magel2,
Ndn, Igf2, Ins2, DIk1 y Rian (Figura 28B). Muchos de estos genes muestran alteraciones en
muestras humanas de GBM en la base de datos de GlioVis (Figura 12) y en los tumores sélidos del
modelo GFAP-rtTA;i4F (Figura 27), apoyando nuevamente la idea de que los cultivos aislados de

tumores inducidos en ratones reprogramables pudieran corresponderse a células de GBM.
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Figura 28. Los cultivos celulares obtenidos de cerebros de ratones GFAP-rtTA;i4F reprogramados /n
Vvivo presentan alteraciones en la expresion de genesimprontados. A) Porcentaje de genesimprontados cuya
expresion se encuentra alterada en los animales GFAP-rtTA;i4F con respecto a NSCs. El porcentaje de genes
que aumentan la expresion (verde) o la disminuyen (naranja) también ha sido indicado. B) Expresion
relativa de 26 genes improntados en cultivos GFAP-rtTA;i4F en comparacién con NSCs adultas de la SVZ.
Los genes cuya expresion aumenta han sido indicados en verde, mientras que aquellos que disminuyen se
muestran en naranja. Las barras de error muestran el s.e.m. de tres cultivos. Los p-valores han sido
indicados.
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OBJETIVO 3. Estudio del papel de la enzima TET3 en la regulacién de

la impronta genémica durante la transformacién maligna.
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3. La enzima TET3 previene la formacién del GBM a través de la

regulacion epigenética de genes improntados

La enzima TET3 estd implicada en la oxidacion de la metilacién del DNA dando lugar a la forma
5-hidroximetilcitosina (5hmC) a partir de la 5-metilcitosina (5mC), por lo que lleva a cabo la
desmetilacion activa del DNA (X. Wu & Zhang, 2017). Precisamente el cerebro presenta niveles
altos de hidroximetilacion (Montalban-Loro et al.,, 2019), siendo la expresién de Tet3 la que
permanece mas elevada en el cerebro y en las NSCs adultas ((Montalban-Loro et al., 2019;
Szwagierczak, Bultmann, Schmidt, Spada, & Leonhardt, 2010). Si bien un efecto anti-tumoral de
TET3 ha sido demostrado previamente (Misawa et al., 2018; Rasmussen & Helin, 2016), la accidn
de esta enzima también ha sido descrita como oncogénica a través de la desmetilacion del DNA
(Herrmann et al., 2020). Dadas estas discrepancias entre estudios previos, entender el papel que
juega TET3 en el desarrollo del GBM vy su posible implicacion en la alteracién de los genes

improntados en este cancer resulta clave.

3.1. TET3 disminuye en GBM humano

Con el fin de elucidar el papel que juega TET3 en el desarrollo del GBM se llevd a cabo un
andlisis de la expresion de TET3 en muestras de GBM humano recurriendo a la base de datos de
Rembrant en la aplicacion GlioVis. Los datos aportados por Rembrant muestran una menor
expresion del gen TET3 en muestras de GBM con respecto a tejido no tumoral, observandose la
menor expresion en el subtipo mds agresivo, el GBM de tipo mesenquimal (Figura 29A).
Consistentemente, los pacientes con una mayor expresion del gen TET3 correlacionan con una
mayor tasa de supervivencia (Figura 29B), mostrando a TET3 como un factor importante en la

regulacion de la malignidad en GBM.
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Figura 29. La expresion de 7£73 disminuye en GBM humano. A) Expresién de TET3 en muestras de GBM
humano y muestras no tumorales a partir de la base de datos de Rembrant (obtenida de la aplicacion
GlioVis; panel izquierdo). La expresion de TET3 en los tres subtipos: pro-neural (azul), clasico (verde) y
mesenquimal (rojo) de GBM también se muestra (panel derecho). B) Supervivencia en meses en pacientes
de GBM segun la expresion alta (rojo) o baja (azul) del gen TET3. Datos obtenidos de la base de datos de
Rembrant. Los p-valores han sido indicados.
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3.2. TET3 controla el comportamiento tumoral de células de GBM murino in vitro

En primer lugar, se analizaron los niveles de expresion del gen Tet3 en la linea murina GBM-
EGFR (Figura 30A). Como control se utilizaron NSCs salvajes de la SVZ adulta. En la linea celular
tumoral se observd una menor expresidn de Tet3 con respecto a las NSCs (Figura 30A), mientras
que ninguno de los otros dos genes de la misma familia, Tetl y Tet2, mostré cambios en la
expresion en GBM (Figura 30A). Esta disminucién de la enzima también fue detectada a nivel de
proteina mediante ICC en las NSCs y las células GBM-EGFR (Figura 30B). Estos resultados sugieren
gue la disminucion en la expresion de Tet3 podria ser importante en la transformacion maligna
de las NSCs, como se ha sugerido en otros estudios (Carella et al., 2020; Cui et al., 2016).
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Figura 30. La expresion de 7et3esta disminuida en el GBM murino. A) gPCR para los genes Tet1, Tet2 y Tet3
en NSCs adultas (negro) de la SVZ y en la linea GBM-EGFR. El gen 18S ha sido utilizado para normalizar los
datos. El p-valor ha sido indicado en la figura. Las barras de error muestran el s.e.m. de tres cultivos. B) ICC
para TET3 (rojo) en NSCs adultas y células GBM-EGFR. Se ha utilizado DAPI para contratefiir los nucleos. Las
barras de escala en B: 20 um (ampliaciones: 7 um).

Para comprender si la disminucion en la expresion de Tet3 esta implicada en el desarrollo
del cancer, se sobre-expresd el gen Tet3 en la linea GBM-EGFR. Si bien TET3 ha sido descrita como
una enzima implicada en el proceso de desmetilacion activa del DNA (X. Wu & Zhang, 2017),
también es capaz de regular a nivel de la transcripcion (Montalban-Loro et al., 2019). Por ello,
también se sobre-expresé esta enzima con el dominio catalitico mutado, de tal manera que esta
variante de TET3 no puede transformar el grupo 5-metilcitosina en 5-hidroximetilcitosina a través
de su funcién dioxigenasa. El aumento de expresion de Tet3 tras la nucleofecciéon fue confirmado
mediante qPCR y a nivel de proteina mediante ICC en células GBM-EGFR nucleofectadas con un
vector vacio (GBM®") y en las células de GBM nucleofectadas con el vector de Tet3 (GBM') o
de Tet3 con el dominio catalitico mutado (GBM' ©®™) (Figura 31A, B). En concordancia con el
aumento de TET3, un aumento en la sefial 5hmC fue detectada en las células que sobre-
expresaban Tet3 (GBM'¢*%) en comparacion con las células control (GBM®) y las células GBM'®

3¢bmut (Figura 31B).
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Con el fin de estudiar la implicacion de Tet3 sobre el comportamiento las células de GBM,
se llevaron a cabo ensayos para testar algunas de las caracteristicas asociadas al tumor. En primer
lugar, se analizé la expresion de moléculas asociadas a la malignidad mediante gPCR (Figura 31C).
Tanto Cd44 como Egfr mostraron una disminucion en su expresién en las células nucleofectadas
para la sobre-expresion de Tet3 en comparacidn con las células GBM®™ mientras que la
expresion de Olig2 aumentd (Figura 31C); sin embargo, estos cambios no fueron observados en
las células nucleofectadas con Tet3 con el dominio catalitico mutado (GBM™ ©°™t) “indicando
que el efecto de Tet3 sobre estos marcadores pudiera ser dependiente de su accién dioxigenasa.
No obstante, tampoco se observd una diferencia estadisticamente significativa entre GBM¢3 y
GBMTe3 @it nor o que el efecto de Tet3 en estos marcadores podria ser sélo en parte
dependiente de la desmetilacion del DNA. Estos cambios en marcadores tumorales también
fueron testados a nivel de proteina, observdndose nuevamente el aumento de Olig2 v la

disminucion de las proteinas EGFR y CD44, Unicamente en las células GBM™" (Figura 31D).
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Figura 31. La sobre-expresion de 7et3 promueve la transicion pro-neural del GBM. A) qPCR para Tet3 en
células GBM-EGFR nucleofectadas con un vector vacio (GBM<"™/) o con el vector para la sobre-expresion
de Tet3 (GBM'¢) y Tet3 con el dominio catalitico mutado (GBM'¢® €2mut) "B |CC para TET3 y 5hmC en
células GBMt!l GBMTeB y GBMTe® Pmut DAP| ha sido utilizado para contratefiir el ndcleo. C) qPCR para
Olig2, Egfr y Cd44 en los cultivos control y nucleofectados con Tet3 o Tet3 CDmut. D) ICC para Olig2 (azul),
EGFR (verde) y CD44 (rojo) en células GBM©"™ GBM'¢By GBM'eB Pmut E| gen 18S ha sido utilizado para
normalizar. Las barras de error muestran el s.e.m. El nUmero de muestras y los p-valores han sido indicados
en las graficas. Escala en By D: 20 um (ampliaciones en B: 7 um).

127



Las moléculas CD44 y EGFR han sido asociadas a la proliferacion celular, especialmente en
el GBM (Mooney et al., 2016), por lo que el efecto de la sobre-expresion de Tet3 en el proceso
de proliferaciéon fue estudiado. Para ello, se llevé a cabo un ensayo de tumoresferas, en el cual se
sembraron las células GBM" GBMe3 y GBIMTet CPmut disgregadas a baja densidad y se estimé
el nimero de esferas formadas en cada condicion. Los cultivos de células GBM™® presentaron un
menor nimero de tumoresferas con respecto a las células control, pero también con respecto a
las células GBMe Pmut (Figyra 32A y B), indicando que TET3 estd implicada en la regulacion de la
proliferacién en el GBM y que dicha regulacion es ejercida a través de procesos de metilacion del
DNA. Sin embargo, el didmetro de las tumoresferas formadas en la linea GBM™ fue mayor en
comparacion con las tumoresferas GBM“" (Figura 32C), pudiendo indicar efectos en la

capacidad de adhesién de estas células que causa su agregacién en los cultivos.

Para realizar un estudio mas exhaustivo de la implicacién de TET3 en la proliferacion, se
analizé las fases del ciclo celular en las lineas GBM<"® GBM'¢ y GBM'® ™t Este ensayo
mostrd cambios significativos en la fase Go/G; del ciclo entre los cultivos GBM©™ y |os GBM'¢3
con un aumento en el porcentaje de células en esta fase en los cultivos con Tet3 sobre-expresado
(Figura 32B). También se detect6 en las células GBM™ una ligera disminucidn en la fase Sy G,/M;
aunque esta disminucion no llegd a ser significativa (Figura 32B). Para confirmar si los cambios
observados en la fase Go/G; del ciclo celular se correspondian a una posible parada de las células
en esa fase, se llevd a cabo un marcaje de células en proliferacién mediante la deteccion de Ki67
y de forma especifica en fase S mediante un pulso de 1 hora con el analogo de timidina EdU. Este
analisis mostrd un menor porcentaje de células en replicacion tras la sobre-expresién de Tet3,
pero no cuando la sobre-expresidn se realizd con la forma mutada de la enzima (Figura 32C),
implicando de nuevo a TET3 en la proliferacion de las células de GBM a través de la desmetilacion
del DNA. El porcentaje de células Ki67 no cambid de forma significativa, aunque si presentd una
tendencia siguiendo el mismo patron que el marcaje con EdU (Figura 32C). A continuacion, se
realizé una tincion para la Histona 3 fosforilada (pH3) que permite detectar y distinguir las fases
G2 y M del ciclo celular (Filby et al., 2011). Esta ICC no mostré alteraciones en la fase M en las
células GBM'® ni GBM™3 Pmut - cyantificado como porcentaje de células con marcaje pH3
positivo tiflendo de forma homogénea todo el nicleo, pero si se observd una disminucion en el
porcentaje de células en fase G,, cuantificado como el porcentaje de células pH3 positivas con

marcaje de cromosomas condensados observados como un marcaje punteado (Figura 32D).

Por tanto, el menor nimero de tumoresferas formadas, asi como el aumento en el

porcentaje de células en fase Go/G1 y la disminucion en las fases S y G del ciclo celular, indicaron
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que la sobre-expresién de Tet3 era capaz de reducir la capacidad proliferativa del GBM in vitro a

través de su actividad catalitica de desmetilacion activa del DNA.
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Figura 32. 7et3 disminuye la capacidad de proliferacién en células de GBM. A) Nimero de tumoresferas
formadas a partir de 2500 células en las que se ha sobre-expresado Tet3 (GBM™3) o Tet3 con el dominio
catalitico mutado (GBM® @muty v en células control (GBM®@™®). B) Imagenes de contraste de fases de
tumoresferas formadas en cultivos GBM®@" GBM'™S y GBMeS Pmut (nane| superior). Porcentajes de
células en cada fase del ciclo celular en GBM®" GBM™S y GBM'¢ Pmut | s perfiles del ciclo también se
muestran (panel inferior). C) Didmetro medio de las esferas formadas por los cultivos de los distintos
genotipos. D) Porcentaje de células EdU+ y Ki67+ en células GBM<©" GBM™E y GBMTEE Pmut | og
porcentajes se estimaron respecto a DAPI (panel izquierdo). Imagenes de ICC para la deteccion de EdU
(rojo) v Ki67 (azul) (panel derecho). E) Porcentaje de células positivas para pH3 en cultivos GBM®©°
GBM'eB y GBMT3 Pmut (nanel izquierdo). Imégenes de ICC para pH3 (rojo) en las mismas células mostrando
el marcaje caracteristico de la fase G2 (punteado) y la fase M (denso) (panel derecho). EI DAPI ha sido
utilizado para contratefiir el nucleo. Las barras de error muestran el s.e.m. de al menos 3 cultivos por
condicion. Barra de escala en B: 200 um; Dy E: 20 um (ampliaciones en E: 5 um).

Otra de las caracteristicas clave en el comportamiento del cancer ademds de la
proliferacién es la adhesién/migracién e invasividad de las células malignas (Paw, Carpenter,
Watabe, Debinski, & Lo, 2015). El mayor didmetro de las tumoresferas en la linea GBM™® durante
el ensayo de formaciéon de tumoresferas, sugieren un posible efecto de Tet3 sobre la capacidad

de adhesion o agregacion de estas células. Dicha capacidad fue testada tras la sobre-expresién
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de Tet3 mediante un analisis de expresion del gen N-cadherina, el cual esta presente en los
gliomas de alto grado y ha sido implicado en la invasividad del tumor (Noh et al., 2017; Peglion &
Etienne-Manneville, 2012). El resultado de la gPCR para N-cadherina sin embargo, no mostré
cambios cuando Tet3 fue sobre-expresado (Figura 33A). Para estudiar mas detenidamente el
posible papel de TET3 en la adhesion del GBM a través de la molécula N-Cadherina, se cultivaron
las células de GBM sobre fibroblastos modificados NL-292 que sobre-expresaban esta molécula
de adhesién. Las células de GBM fueron previamente marcadas con el marcador fluorescente
DFFDA y sembradas sobre los fibroblastos durante 30 minutos. Transcurrido este tiempo, se
procedid a lavar y fijar las células y analizar el porcentaje de células de GBM adheridas por mm?
de fibroblastos. Este analisis tampoco mostré diferencias en adhesion entre las células GBM®© !
y las células GBM™ (Figura 33B). Tomados todos estos datos en conjunto, TET3 parece reprimir
la proliferacién del tumor sin afectar a su capacidad de migracién e invasividad mediada por N-

Cadherina.

La formacién del tumor requiere también de la generacion de nuevos vasos sanguineos
para asegurar el aporte de factores tréficos necesarios para la supervivencia celular (Das Sy
Marsden PA, 2013; Guarnaccia L et al. 2018). El posible papel de Tet3 en la angiogénesis también
fue analizada in vitro mediante la cuantificacion de la expresién del gen asociado a este proceso
Vegfa; sin embargo, la expresion de esta molécula en los cultivos tumorales que sobre-
expresaban Tet3 no se vio alterada con respecto a los cultivos control (Figura 33C). No obstante,
en un ensayo realizado para detectar la capacidad de TET3 en promover la proliferacion de células
endoteliales, se realizé un co-cultivo de las células de GBM con células endoteliales humanas
HUVEC (Bishop et al., 1999), el cual mostré una menor proliferacion de las células HUVEC cuando
éstas fueron co-cultivadas con las células GBM ™ con respecto a las que fueron co-cultivadas con
la linea GBM®"™' de tal manera que las células HUVEC co-cultivadas con GBM'¢®> mostraron un
menor porcentaje de células Ki67 y EdU/Ki67 positivas con respecto a las células HUVEC co-
cultivadas con células de GBM control (Figura 33D, E); sin embargo, esta disminucién no llegd a

ser significativa.

130



A B C
“‘r\ é - control
< 5,01 °GBM™" o 47 9GBM_,
z *GBM™ % | *GBM
Z a5{ o Z.] o
E n.s DE: 3 . [ ]
= =
T 4,01 0.31+0,06 célsimm2 [ ji »
<>U ® © 2.
T 351 ;L i 2 o
0] i )
c ) I g 14
:% .01 kel
(] @
é_ 55 g 0,31+0,09 céls/mm2 g_ 0
w Cdh2 o Vegfa
E
15 4 i o GBMcontmi
g \_/ | ® GBMTEIS
% ® ns.
Q
b 10 4 l
°
o ®
(i‘ - + n.s.
2 o] j_— e
@ 5 o | ¢
o .
(¢) [ ]
& *
0

Ki67+ EdU/Ki67+
Figura 33. La capacidad de adhesidn y angiogénesis del GBM no se ve alterada con la sobre-expresion de
Tet3. A) qPCR para Cdh2 en células GBM"' y GBM'¢®. B) Ensayo de adhesidn basado en el nimero de
células de GBM, control y que sobre-expresan Tet3, marcadas con DFFDA (verde) adheridas a células de
fibroblastos que sobre-expresan N-Cadherina (NL-929) tras 30 minutos en co-cultivo. El nimero de células
DFFDA positivas (verde) por mm? se muestra. C) qPCR para Vegfa en las células GBM®"® y GBM™%. D) ICC
para EdU (rojo) y Ki67 (verde) en células HUVEC tras ser co-cultivadas con células GBM®™®' o GBM'®3. E)
Porcentaje de células HUVEC Ki67 y EdU/Ki67 positivas. EI DAPI ha sido utilizado para contratefiir el DNA.
El gen 18S ha sido utilizado para normalizar. Las barras de error muestran el s.e.m. de tres muestras por
condicién. Los p-valores han sido indicados. Barras de escala en B: 100 um y en D: 20 pm.

3.3 La sobre-expresion de Tet3 previene la formacién de tumores in vivo

Con el fin de confirmar la implicacion de la enzima TET3 en la proliferaciéon del GBM en un
contexto adecuado de tumor sdlido, se procedio a la inyeccion de las células tumorales en ratones
inmunocomprometidos. Un total de 2x10° de células GBM®"' o0 GBM’¢* fueron inyectadas en el
flanco dorsal de estos animales (Figura 34A). Tras dos meses desde la inyeccion, se formaron
tumores que alcanzaron el tamafio de entre 1,5y 2 cm de didmetro, tras lo cual fueron extraidos
y analizados (Figura 34B). Unicamente el lado derecho, correspondiente a la inyeccién de células
GBM<" formd tumores en estos ratones, mientras que, en el lado donde se inyectaron las
células GBM™®, no fue observada ninguna masa tumoral (Figura 34B), indicando que la sobre-
expresion de Tet3 era capaz de evitar la formacion de tumores in vivo. Precisamente, estos
resultados coinciden con el estudio de Carella A et al. 2019 donde observaron que la sobre-
expresion de Tet3 en el GBM inhibia el crecimiento exponencial de los tumores (Carella et al,,
2020). Actualmente, se ha repetido el experimento incluyendo la inyeccion de células que sobre-

expresan Tet3 con el dominio catalitico mutado (GBM'® ©@™ut) (Figura 34A) con el fin de
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determinar si el efecto de la enzima TET3 en la formacion de tumores in vivo es dependiente de

metilacién.

control

B Flanco derecho:GBM

Nude Foxn1nu  Flanco izquierdo:GBM ™t

Figura 34. TET3 previene la formacién del GBM /n vivo. A) Esquema del protocolo de formacién de GBM in
vivo a partir de la inyeccion de células GBM®©® GBMe y GBM'e it en |os flancos dorso-laterales de
ratones inmunocomprometidos Nude. B) Imagen de ratones inmunocomprometidos tras dos meses desde
la inyeccién de células GBM®©™ (lado derecho) y GBM'® (lado izquierdo). Uno de los GBM formados ha
sido mostrado. Barra de escala: 500 mm (tumor ampliado: 100 mm).

Para estudiar con mayor profundidad el papel que ejerce la enzima TET3 en la formacion y
desarrollo del GBM en el cerebro, 300.000 células GBM<" células GBM' y GBMTet3 Omut han
sido inyectadas esterotdxicamente en el estriado de ratones inmunocomprometidos Nude
(Gargini et al., 2020). Este procedimiento esta siendo realizado actualmente por el grupo de

Neurooncologia del Insituto Carlos Ill dirigido por la Dra. Pilar Sdnchez Gémez.

3.4 TETS3 regula la expresion de los genes improntados en el GBM

La impronta gendmica es un proceso regulado principalmente por las marcas de metilacién
situadas en las regiones de control de impronta o ICRs que controlan la expresion de los genes
improntados (Plass & Soloway, 2002). Por ello, se estudid el posible papel de la enzima TET3 en
la metilacion de estas regiones y por tanto en la regulacion de los genes improntados en GBM.
Por lo cual, se realizd un analisis de expresién de los genes improntados tras la sobre-expresion

de Tet3, asi como un estudio de los cambios asociados en los niveles de metilacion.

Con el fin de comprobar el efecto de Tet3 en la expresion de genes improntados en el GBM,
se analizd un total de 15 genes en células GBM©™ GBM® y GBMT¢® Pt De estos 15 genes
improntados, Zdbf2, Peg10, Peg3, Cntn3, Snrpn, Igf2, Meg3 y Rian cambiaron su expresion en las
células GBM™" con respecto a las células GBM"" (Figura 35A); de los cuales, tres genes, Zdbf2,

Igf2 y Meg3, no vieron alterada su expresion en GBM® Mt sygiriendo que los cambios tras la
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sobre-expresion de Tet3 eran dependientes de la desmetilacién del DNA. Sin embargo, algunos

genes mas como Cdknlc, Plaglly DIkl mostraron una tendencia (Figura 35A).
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Figura 35. 7et3 regula la expresién de genes improntados a fravés de /a des-metilacion de las ICRs. A) gPCR
de los genes improntados cuya expresion estd alterada en la linea GBM-EGFR con respecto a las NSCs
adultas. Los niveles de expresién se han analizado en NSCs adultas, en la linea GBM®©" y en las células
tumorales en las que se ha sobre-expresado Tet3, GBM'™? y GBM'¢ ©Pmut E| gen 18S se ha utilizado para
relativizar los datos. B) La sobre-expresién de Tet3 en el GBM murino muestra una hipometilacion de las
islas CpG de las DMRs paternalmente metiladas H19 y IG-DMR. C) La sobre-expresion de Tet3 en el GBM
murino dio lugar a la hipermetilacién de las islas CpG de las DMRs maternalmente metiladas Peg3, Snrpny
KvDRM. El porcentaje de metilacién medio de tres cultivos en la region DMR ha sido indicado. Los p-valores
han sido indicados. Las barras de error muestran el s.e.m. de tres muestras por condicion.

Estos resultados sugieren que TET3 regula la expresion de multiples genes improntados en
GBM, siendo en algunos casos de forma dependiente de los procesos de metilacion vy

desmetilacién. De hecho, Igf2 es un factor critico en el desarrollo de diferentes tumores,
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incluyendo los GBM (Livingstone, 2013) debido a su implicacion en el proceso de proliferacion y
supervivencia celular (Oliva et al., 2018). Por tanto, el efecto de TET3 sobre la expresion de Igf2

podria ser clave en su papel en la proliferacién del GBM.

Para analizar el mecanismo por el cual TET3 regula la expresién de estos genes
improntados, y teniendo en cuenta la actividad catalitica caracteristica de las enzimas TET, se
analizd el porcentaje de metilacion de DMRs de genes improntados incluyendo H19 DMR, que
controla la expresion de Igf2 (Figura 35). El analisis de metilaciéon mediante pirosecuenciacion
mostro alteraciones en el porcentaje de metilaciéon de las 5 DMRs analizadas (Figura 35). Estas
alteraciones implicaron una disminucion de la metilacién o hipometilacién en las islas CpG de las
dos DMRs paternalmente metiladas de genes improntados (H19-DMR e IG-DMR) (Figura 35A),
pero una hipermetilacién en las tres DMRs maternalmente metiladas analizadas (Peg3 DMR,
Snrpn DMR y KvDMR) (Figura 35B), sugiriendo una regulacion diferencial en funcién del alelo

metilado.

Debido al papel de TET3 en la desmetilacién del DNA, la hipometilacién podria ser asociada
al efecto directo de la enzima dioxigenasa, mientras que los efectos de hipermetilacién podrian
explicarse por un efecto indirecto de TET3 sobre estas DMRs. Si bien se observan cambios en el
porcentaje de metilacién en las 5 DMRs de los genes improntados analizadas, no todos los genes
improntados situados bajo la regulacién de estas DMRs se vieron afectados tras la sobre-
expresion de Tet3 (Figura 35). Por tanto, los cambios en metilacién no explican todos los cambios
en la expresién de los genes improntados observados. La expresién de Snprn disminuyd en las
células nucleofectadas con la construccion de TET3. Este gen de expresidn paterna, se encuentra
metilado en el alelo materno, de manera que la hipermetilacion observada conllevaria a la
“maternalizacién” parcial del alelo paterno, y con ello a la disminucién de la expresién de Snrpn
(Figura 36A), que es precisamente lo que se observa en las células GBM™ (Figura 35). La
disminucion de la expresion de Igf2 en las células GBM® también se explica por la hipometilacién
de H19 DMR ya que Igf2 es un gen de expresion paterna, pero en este caso, la metilacién también
se encuentra en el alelo paterno, por lo que el efecto de TET3 produce nuevamente la
“maternalizacion” parcial del alelo paterno, y con ello, la disminucién de la expresién de Igf2

(Figura 36B).

En conclusién, de las 3 DMRs inicialmente analizadas en el GBM-EGFR (Figura 29) que
sufren una hipermetilacion respecto a NSCs (Peg3, Snrpn e IG-DMR) que podria ser explicada por
la disminucién de la enzima TET3, Unicamente IG-DMR disminuye los niveles de metilacién

cuando Tet3 es sobre-expresado (Figura 36A). Si bien H19 DMR también presenta una
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hipometilacién cuando se aumentan los niveles de Tet3 (Figura 36A), indicando una posible accién
reguladora directa de la enzima, las células GBM-EGFR no presentaban inicialmente cambios en
el porcentaje de metilacion en esta region diferencialmente metilada. Por otro lado, los cambios
en los niveles de metilacion de Snrpn DMR coinciden con los cambios de expresion de Snrpn en
la transformacién maligna, y tras la sobre-expresién de Tet3. Sin embargo, tanto la disminucién
de Tet3 durante la transformacién cancerosa como el aumento de Tet3 tras la sobre-expresion

del gen en las células de GBM, conllevé a una hipermetilacién de la Snrpn DMR.
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Figura 36. TET3 regula la metilacién de Snrpn DMR y H19 DMR disminuyendo la expresién de los genes
improntados Snrpne [gf2. A) Esquema de la localizacion de los genes improntados regulados por Snrpn DMR
en el alelo materno (rojo) y paterno (azul). La sobre-expresion de Tet3 en la linea de GBM dio lugar a una
hipermetilacion de la region Snrpn DMR, con la consiguiente disminucion de la expresion del gen
improntado Snprn. La expresion del resto de genes improntados del locus no aparece alterada al sobre-
expresarse Tet3. B) Esquema de la localizacién de los genes improntados regulados por H19 DMR en el
alelo materno (rojo) y paterno (azul). La sobre-expresion de Tet3 en el GBM (GBM™) dio lugar a una
hipometilacién de la region H19 DMR, con la consiguiente disminucion de la expresion del gen improntado
de expresion paterna Igf2. El locus H1I9 DMR contiene dos regiones mas diferencialmente metiladas,
somaticas, una de las cuales precisamente regula a Igf2.

Por tanto, como ocurria con la reprogramacion inducida a iPSCs, IG-DMR se presenta
nuevamente como candidata en la regulacion del GBM a través de la enzima TET3. No obstante,
a pesar de los cambios en los niveles de metilacion, la expresién de los genes Dio3 'y DIk1 situados
bajo el control de IG-DMR no presentaban cambios al sobre-expresarse el gen Tet3 (Figura 35).
Aunque, se ha de tener en cuenta que los cambios en el porcentaje de metilacion de las DMRs
tras la sobre-expresién de Tet3 son muy ligeros. Por otro lado, los cambios observados en la
expresion y metilacién de Igf2 a través de TET3 resultan muy prometedores en el entendimiento
de los mecanismos implicados en la formacién y desarrollo del GBM. Por ello, resulta clave el

estudio de Igf2 sDMR y su posible implicacion en la regulacién de Igf2 a través de TET3.
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Figuras suplementarias

Gen Localizacid Alelo expi Gen Locali Alelo expresado| Gen Local Alelo expresado| Gen Localizacion Alelo expresado
NDUFA4P1 1p133 Patemal HOXA2 Tpi5p14AS Matemal | |FITM1 11p15.5 Matemal | ZNF597 16p13.3A5 Matemal
GFH 1p22A5 Patemal EVX1 Tpl5pl4 Patemal |RAB1B 11q12 Matemal | NAAGD 16p13.3 Matemal
DIRAS2 1p3AS Patemal HOXA5 Tp15p14AS Matemal | ANO1 11g13.3 Matemal | SALLY 16q12.1AS Matemal
FUCA1 1pM4AS Patemal TMEMs0  7q11.23AS Patemal | zcaHi2c 119223 Patemal | C16orfsT 16g21 Matemal
RNU5D-1 1p34.1AS Patemal PEG10 Tq21 Patemal | KBTBD3 11922.3A5 Patemal | acp 1622 1AS Matemal
BMPEB 1p35-pa2AS Patemal MAGI2 Tq21AS Matemal | NTM 1125 Matemal | FOXF1 1624 Matemal
DvL1 1p36AS Matemal SGCE Tq21-q2245 Patemal | ABCCO 12p12.1A8 Matemal | Tps3 17p13.1AS Unknown
TPT3 1p36.3 Matemal PPP1R9A 19213 Matemal | RBP5 12p13.31A8 Matemal | TMEM88 17p13.1 Matemal
WDRE 1p36.345 Matemal TFPI2 Tq22AS Matemal | sLC38A4 1291345 Unknown | pyy2 17q11 Patemal
RPL22 1p36.3-036 245 Patemal DLX5 Tq22A8 Matemal | sLc28A10 12q13 Matemal | HoXB2 17921-q22A5 Matemal
PRDM16 1p36.23-p33 Patemal MEST Tq32 Patemal | LRP1 129133 Unknown | HOXEB3 17q21.3A5 Matemal
PEX10 1p36.3245 Matemal CPA4 Tq32 Matemal | HOXC9 12q13.3 Matemal |Loci00131170 17925.3A8 Patemal
TMEM52 1p36.33AS Patemal COPG2IT1 Tq32 Patemal | Hoxc4 12133 Matemal | BRUNOL4 18q1248 Matemal
HSPAG 1023 Matemal MESTIT1 Tq32.248 Patemal |cDK4 1291448 Matemal | FAMS59A 18g12.1AS Patemal
PTPN14 1g32 245 Matemal KLF14 Tq32 3AS Matemal | E2F7 12021248 Matemal | TCEB3C 18021 1A8 Matemal
HISTIHZEE  1g42.13 Matemal FASTK Tgl5sAS Matemal | pcN 12021.33 AS Unknown | PPAP2C 19p134S Matemal
0BSCN 104213 Patemal SLC4A2 Tq35-q36 Matemal | KIAA1545 12q24.33 Matemal | DNMT1 19p13.245 Patemal
OR11L1 104445 Patemal PURG Bp11AS Patemal | FBRSL1 12q24.33 Matemal | CHMP2A 19gAS Matemal
LRRTMA 1208 Patemal DLGAP2 823 Patemal |ATPSFIEP2 139122 Matemal | TSHZ3 1991248 Patemal
VAX2 2p13 Matemal NKAIN3 89123 Patemal |HTR2A 13g14-21AS Matemal  |cHSTS 19g13.1 Matemal
oTx1 2p13 Matemal LYSD Bq24-qlerAS Patemal | RB1{ 13q14.2 Matemal | zZNF225 19913.2 Patemal
CCDCB5A 2p16.1 Patemal GPT 8924.3 Matemal | FLJ40296 13g21.1 Matemal | L|LRB4 199134 Matemal
ABCGS 2p21 Matemal KCNK9 Bg24 348 Matemal | FAM70B 13934 Matemal | z1p2 19q13 4AS Patemal
CYP1B1 2145 Patemal ZFAT-AS1 892422 Patemal | FOXG1 14913 Patemal | ZNF264 199134 Unknown
ZFP36L2 22 3p21AS Matemal PEG13 8q24. 22 Patemal | FERMT?2 14022 1A8 Patemal MZF1 19013 4A5 Matemal
GPR1 2033345 Patemal ZFAT Bg24 22A8 Patemal | sMoC1 14q24.2 Matemal | pEG3 19g13.4A5 Patemal
ZDBF2 2333 Patemal GLIS3 Op24. 248 Patemal | pLK1 14q32 Patemal | MIMTY 199134 Patemal
TIGD1 237 145 Patemal APBA1 Og13-921.1AS Patemal | plo3 14q32 Unknown | ZNF229 19q13.31AS Matemal
MYEQV2 2037.3AS Patemal C90rf85 992113 Patemal | MEG3 14q32 Matemal | NLRP2 19q13 42 Matemal
ALDHILA 3q21.3A8 Matemal FLJ46321 9921.32 Matemal | RTL1 14g32.31AS Patemal | MIR3T1A 19q13.42 Patemal
21c1 Jq24 Matemal LMX1B 9q34 Matemal |sNORD114-1 143231 Matemal | c200rf82 20p12.1 Patemal
HES1 328-029 Patemal PHPT1 9934.3 Matemal | MEGS 14gq32.1 Matemal | |sp1 20p124 Patemal
FGFRLA 4p16 Matemal EGFL7 9q343 Patemal  [sNORD113-4  14q3231 Matemal | pSIMCT- 20112 Patemal
KIAA1530 4p16.3 Matemal Coorf16 9934345 Patemal | MAGEL2 15q11-q12AS Patemal | BLCAP 20q11.291245  Isoform Dependent
SPON2 4p16.3AS Patemal GATA3 10p15 Patemal | MKRN3 15911913 Patemal | NNAT 20q11.2q12 Patemal
NAPIL5 4q22 145 Patemal LDB1 10q24-025AS Matemal | UBE3A 15q11-q13AS Matemal | pMcTS2 20q11.21 Patemal
ADAMTS16 5pls Matemal NKX6-2 1092645 Matemal | NPAP{ 15q11-q13 Unknown | GDAP1L1 20q12 Patemal
CDH18 5p15.2p15 148 Patemal Ciooria3  10g26.3AS Matemal | ZNF127AS 15q11-q13 Unknown | sGK2 20q13.2 Patemal
ERAP2 5q15 Patemal VENTX 10926.3 Matemal | SNORD109A 15q11.2 Patemal | COL9A3 20g13.3 Matemal
VTRNA24 5q31 148 Patemal PAOX 10g26.3 Matemal | SNORD108 15q11.2 Patemal | GNAS 20q13.3 Isoform Dependent
CSF2 5q31.1 Matemal C10orfaq 10926.3 Matemal | SNORD107 15q11.2 Patemal | L3MBTL 20q13.12 Patemal
BTNL2 Bp21.3A5 Matemal INPPSFY2  10g26.11 Patemal | SNORD109B 15q11.2 Patemal | SANG 20q13.32 Patemal
ADTRP Bp24.1AS Matemal WT1-AS 11p13 Patemal | ATP10A 15q11.248 Matemal | GNASAS 20q13.32A5 Patemal
FAMS50B 6p25.2 Patemal WT1 11p134S Patemal | SNRPN 15q11.2 Patemal | MIR298 20q13.32A8 Patemal
MRAP2 fqld.2 Patemal PKP3 11p15 Matemal | sSNORD11 6@ 15q11.2 Patemal | MIR296 20q13.32A5 Patemal
Céorfi17 6q14.3 Patemal Kcnatorts  11p1d Patemal |snORD115-48 159112 Patemal | C200rf20 20q13.33 Matemal
LIN28B fig21 Patemal 0SBPL5  11p154AS Matemal | sNORD11 5@ 15q11.2 Patemal | s|m2 q222 Patemal
AIMA Bg21 Patemal KCNGQIDN 11p15.4 Matemal | pwCR1 15q11.2 Patemal | DGCRE 2q11.21 Random
PLAGL1 q24-q25A5 Patemal KCNQ1 11p15.5 Matemal | GABRAS 15q11.2-912 Patemal | DGCREL 22q11.211AS Random
HYMAI 624.245 Patemal B4GALNT4 11p155 Matemal | GABRE3 15911.2q12A8 Patemal | FLJ20464 229122 Patemnal
SLC22A2 Bq2BAS Matemal TH 11p15.548 Unknown | NDN 15011.2q1248 Patemal

SLC22A3" 6q26-927 Matemal H19 11p15.5A8 Matemal | GABRG3 15q12 Patemal

BRP44L Bq27AS Patemal NAP1L4 11p15.548 Unknown | SNURF 15q12 Patemal

GRB10 Tp12p11.2A5  lsoform Dependent | COKNIC  11p15.5A8 Matemal | SNORD64 15q12 Patemal

DDc Tp12.248 lsoform Dependent | pHLDA2  11p15.5AS Matemal | GATM 15g21.1AS Unknown

GLI3 Tp13AS Matemal IGF2AS 11p16.5 Patemal | RASGRF1 15024 248 Unknown

HOXA3 Tpl5pldAS Matemal sLc2oais 11p155 Matemal | MIR184 15q25.1 Unknown

HOXA11 Tp15-p1445 Matemal INS 11p15.548 Patemal | IRAIN 15926.3A8 Patemal

HOXA4 Tp15pl4A8 Matemal IGF2 11p15.548 Patemal | SOX8 16p13.3 Patemal

Figura Suplementaria 1. Lista de genes improntados descritos en humanos y
Genelmprint (www.geneimprint.com). Se indica el nombre del gen, la
cromosomas vy el alelo expresado. En azul se muestran los genes de expresion paterna y en rojo, los de
expresion materna. En negro se muestran genes cuya expresion alélica no esta clara.

obtenidos de la base de datos
localizacién en los distintos
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Figura Suplementaria 2. La expresion de genes |mprontados aparece altamente alterada en GBM humano.
Expresion de genes improntados (obtenidos de Genelmprint) en muestras de pacientes de GBM frente a
tejido no tumoral a partir de la base de datos de Gill de la plataforma GlioVis. En verde se muestran los
genes que aumentan su expresion en el GBM, mientras que la disminucion se ha indicado en naranja. Los
genes maternalmente expresados han sido indicados en rojo y los genes paternalmente expresados
aparecen en azul. Aquellos genes cuya expresion alélica no estd clara se muestran en negro. Los genes han
sido ordenados por cromosoma.
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Figura Suplementaria 3. Los ratones reprogramables GFAP-rtTA;i4F forman tumores en cerebro. Tincién con
hematoxilina y eosina en cortes coronales de 40 um de grosor de cerebros de animales GFAP-rtTA;i4F tras
4 semanas desde su tratamiento con 1 mg/ml de doxiciclina durante 4 semanas. Las regiones en las que se
encontraron masas tumorales aparecen amplificadas. Barras de escala: 200 pm (ampliaciones: 50 um).
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Figura Suplementaria 4. Tincién de tumores GFAP-rtTA;i4F en cortes sagitales de 10 um de grosor. A) Tincién
de un corte sagital de animal control i4F. B) Tincion de un corte sagital de la parte rostral de una animal
reprogramable con tumores. Las regiones en las que se encontraron masas tumorales aparecen
amplificadas. C) Tincién de un corte sagital de la parte dorsal de una animal reprogramable con tumores.
Las regiones en las que se encontraron masas tumorales aparecen amplificadas. D) Tincién de un corte
sagital de la parte ventral de una animal reprogramable con tumores. Las regiones en las que se
encontraron masas tumorales aparecen amplificadas. Barras de escala: 200 pm (ampliaciones: 50 um).
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Figura Suplementaria 5. Los ratones reprogramables GFAP-rtTA;i4F forman tumores SSEAL1 y Nestina
positivos. IHC para SSEA1 (azul) y CD31 (rojo) en cerebros de animales GFAP-rtTA;i4F reprogramables tras
el tratamiento con doxiciclina in vivo (panel izquierdo). Las células positivas para el marcador de
pluripotencia temprano y de GSCs SSEA1 frecuentemente son observadas cerca de vasos sanguineos y en
regiones dafiadas durante el corte del cerebro con vibratomo debido a la diferencia de consistencia de los
tumores respecto al cerebro normal. IHC para Nestina (verde) en cerebros de estos mismos animales (panel
derecho). DAPI ha sido utilizado para contratefiir el nucleo. Barras de escala: 20 um.
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Figura Suplementaria 6. Los ratones reprogramables GFAP-rtTA;i4F forman tumores positivos para el
marcador de GSC CD44. IHC para CD44 (rojo) y GFAP (azul) en cerebros de animales GFAP-rtTA;i4F
reprogramables tras el tratamiento con doxiciclina in vivo. Las células positivas para el marcador asociado
al GBM mesenquimal frecuentemente son observadas cerca de vasos sanguineos y en regiones dafiadas
durante el corte del cerebro con vibratomo debido a la diferencia de consistencia de los tumores respecto
al cerebro normal. DAPI ha sido utilizado para contratefiir el ntcleo. Barras de escala: 20 um.
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La impronta gendmica ha sido implicada en multiples procesos fisioldgicos entre los que
encontramos principalmente el desarrollo embrionario y extraembrionario, pero también el
funcionamiento normal del SNC (Bartolomei MS y Ferguson-Smith AC, 2011; Hoffmann A et al.
2014; Ho-Shing O y Dulac C, 2019). Ademads, alteraciones en la impronta gendémica han sido
implicadas en diversas patologias, que van desde ciertos trastornos neuroldgicos al cancer
(Bartolomei MS y Ferguson-Smith AC, 2011; Lozano-Urefia A et al. 2017; Ho-Shing O y Dulac C,
2019). Sin embargo, se sabe poco acerca del posible papel de los genes improntados en el
establecimiento y mantenimiento de las NSCs adultas. Curiosamente, la impronta de algunos de
estos genes se relaja, o “apaga”, de manera especifica en el nicho de la SVZ como mecanismo
normal de modulacién de la expresién génica para la regulacién del comportamiento de las NSCs
(Ferron SR et al. 2011; Ferrdn SR et al. 2015). Por tanto, las NSCs de la SVZ adulta disponen de
mecanismos para regular la impronta. Por otro lado, las alteraciones en la impronta gendmica y
en la expresion de los genes improntados es uno de los mecanismos mas comunes y tempranos
en la formacién del cancer (Jelinic P y Shaw P, 2007; Feinberg AP et al. 2007; Uribe-Lewis S et al.
2011; KimJ et al. 2015) y muchas evidencias parecen indicar que las NSCs de la SVZ son las células
de origen del GBM (Jacques TS et al. 2010; Chesler DA et al. 2013; Eun K et al. 2017; Alcantara
Llaguno et al., 2009; Lee et al., 2018; Alcantara S et al. 2019). Por todo ello, nos parecia
especialmente relevante estudiar el patron de impronta gendmica en las NSCs durante procesos
de reprogramacién celular y formacién de tumores. Nuestros resultados muestran que la
alteracién de la identidad de las NSCs, tanto en la des-diferenciacion como en su transformacion
maligna, conlleva multiples cambios en la expresién de los genes improntados y en su estado
epigenético. Los principales resultados derivados de esta tesis son: 1) La reprogramacion de las
NSCs a un estado pluripotente induce cambios en la expresién de genes improntados y en los
niveles de metilacién en las regiones de control de impronta o ICRs; 2) La reprogramacion in vivo
de células GFAP positivas produce tumores con diferentes perfiles celulares y cambios de
expresion en genes improntados distintos; 3) La enzima TET3 regula la proliferacion y la expresion

de genes improntados en células de GBM.

El complejo proceso de formacidn de un nuevo ser vivo requiere un orden temporal muy
preciso en la expresion de los genes durante el desarrollo para garantizar la correcta
especificacion de los distintos linajes celulares y la determinaciéon del destino celular. Los
mecanismos epigenéticos, entre los que se encuentra la impronta gendmica, son fundamentales
para regular dicha expresion génica. Nuestra aproximacion global al estudio del posible papel de
la impronta gendmica en la identidad y potencial de las NSCs, y la identificacién de genes

improntados con un papel potencial en dichos mecanismos, ha sido identificar cambios de
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impronta en este tipo de genes durante el proceso de reprogramacion de las NSCs. Para ello, se
han reprogramado NSCs adultas aisladas del nicho neurogénico de la SVZ a un estado de
pluripotencia, caracterizandose las fases del proceso y la posterior readquisicion de la identidad
neural. El modelo utilizado para la reprogramacion celular (Abad M et al. 2013) ha permitido
estudiar también la reprogramacion in vivo. Una observacién no esperada ha sido que la
expresion del poli-transgén OSKM en células del cerebro del linaje astrocitario conduce a la
aparicion de tumores de tipo teratoma, como los que pueden generarse en otros tejidos, pero
también a la aparicion de tumores de tipo GBM. En todas las condiciones, tanto in vitro como in
vivo, se detectaron alteraciones en la expresion de un elevado porcentaje de genes improntados,
sugiriendo un papel importante de este mecanismo epigenético en el proceso de reprogramacién

inducida y carcinogénesis en el cerebro.

La reprogramacion celular inducida de NSCs adultas in vitro revela alteraciones del estado
epigenético del proceso de impronta gendmica

La utilizaciéon del modelo murino reprogramable i4F en este trabajo de tesis ha
demostrado la adquisicion de un estado de pluripotencia de células neurales del linaje astrocitario,
gue incluye a las NSCs. Los fibroblastos y otros tipos celulares han sido previamente
reprogramados exitosamente a iPSCs con este modelo (Abad et al.,, 2013). Sin embargo, la
frecuencia de generacién de clones pluripotentes a partir de fibroblastos en nuestras manos ha
sido mas baja y ha requerido tiempos mas largos (al menos 4-5 semanas) para emerger que
cuando las iPSCs son generadas a partir de las NSCs. Ademas, en las primeras fases de la
reprogramacion celular las NSCs son tratadas con doxiciclina en ausencia de LIF, y en esas
condiciones los cultivos muestran rdpidamente caracteristicas de estar parcialmente
reprogramadas como indica la presencia del marcador de pluripotencia temprano SSEA1. Estas
pre-iPSCs muestran una morfologia similar a las ESCs y reducen la expresion de marcadores
somaticos neurales como Nestina u Olig2, pero también se caracterizan por la expresién
incompleta de genes de pluripotencia y por el mantenimiento de la expresion del transgén. Sin
embargo, en respuesta al medio de cultivo definido 2i (Huang et al., 2018; Silva et al., 2008) y la
adicién de LIF, las pre-iPSCs sufren un reseteado transcripcional y epigenético que, en tan solo
dos semanas, culmina con la adquisicién de un estado de pluripotencia completo indistinguible
fenotipica y funcionalmente del de las ESCs. Nuestro estudio no excluye la posibilidad de que
células reprogramadas a partir de las NSCs pudieran generarse también sin necesidad del medio
definido 2i/LIF, pero tales células no estarian siendo seleccionadas con nuestro protocolo, ya que
éstas se generarian tras tiempos mas largos de induccidon y con menor frecuencia. Esta elevada

eficiencia en la respuesta de las NSCs a la induccién de la reprogramacion pudiera ser favorecida
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por la expresién enddgena en estas células de tres de los factores necesarios para la
reprogramacion como son Sox2, que mantiene su estado de SC y su multipotencia, c-myc que
incrementa la actividad telomerasa en NSCs favoreciendo su proliferacion (Miura et al., 2001) y
KIf4 que juega un papel importante en la estimulacién de su divisién (Rowland, Bernards, &
Peeper, 2005). De hecho, la reprogramacion inducida de NSCs adultas Unicamente con la
expresion de los genes Oct4 y KIf4 (). B. Kim et al., 2008) o incluso con sélo el factor Oct4 (J. B.
Kim et al., 2009), ha sido demostrada tanto en NSCs humanas como murinas (Sterneckert, Hoing,

& Scholer, 2012).

Por lo tanto, la adquisicion del estado de pluripotencia en las iPSCs inducidas a partir de
NSCs del modelo i4F, se ha conseguido eficientemente tras el aumento de la expresion enddgena
de Oct4, Rex1 y Nanog, la disminucion de la expresidén simultdnea de genes neurales y el
silenciamiento de los genes exdgenos, asi como la reactivacion el cromosoma X silenciado,
procesos todos caracteristicos en las iPSCs. Ademas, la inyeccién de las iPSCs generadas en
animales inmunocomprometidos ha dado lugar a la formacién de teratomas que contenian
derivados de las tres capas germinales quedando asi confirmada su capacidad de diferenciacion.
Destacar que nunca se han podido generar este tipo de teratomas a partir de NSCs adultas. Estas
iPSCs-NSCs ademas, han mostrado poder ser rediferenciadas en neuroprogenitores, al recuperar
la expresion de genes neurales como Nestina, Olig2 y [ [Hfubulina y perder la expresién de los
genes de pluripotencia. Este modelo in vitro supone una herramienta valiosa para el estudio de

los procesos genéticos y epigenéticos que regulan la desdiferenciacion de células somaticas.

El proceso epigenético de impronta gendmica es considerado un mecanismo de control
de la dosis génica que se establece previamente al nacimiento y que es mantenido de forma
inmutable a lo largo de la vida del organismo (Hoffmann, Daniel, Schmidt-Edelkraut, & Spengler,
2014), por eso las funciones de los genes improntados se han centrado histéricamente en su
influencia en el desarrollo embrionario y la placenta (Lozano-Urena et al., 2017; Millership, Van
de Pette, & Withers, 2019). Sin embargo, recientemente se han descrito procesos de “apagado”
selectivo de la impronta gendmica en tipos celulares especificos y en momentos del desarrollo
concretos para asi activar el alelo que esta habitualmente reprimido por el proceso de impronta
gendmica (Lozano-Urena et al., 2017). Por ejemplo, el gen Igf2 candnicamente expresado por el
alelo paterno, se expresa bialélicamente por el plexo coroideo siendo secretado al liquido
cefalorraquideo para regular paracrinamente la funcion de las NSCs (Ferron et al., 2015; Lehtinen
et al.,, 2011). Otro ejemplo de pérdida de impronta genémica es el que ocurre con gen Dkl
imprintado en cerebro pero que se expresa bialélicamente en las NSCs y astrocitos de la SVZ tras

el dia postnatal 7, regulacién necesaria para el mantenimiento de las NSCs y la neurogénesis
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adulta (Ferron et al., 2011).

Consistentemente, los resultados de esta tesis apuntan a que el proceso de impronta
gendmica es modulable dependiendo del estado de diferenciacién de las células (Hoffmann et al.,
2014). De hecho, mas del 80% de los genes improntados analizados han mostrado cambios de
expresion durante el proceso de reprogramacién celular. Por ejemplo, la expresion de los genes
Peg3, Peg10vy Peg12 disminuye claramente en las iPSCs-NSCs tras la reprogramacion de las NSCs
adultas. Estos genes son factores de transcripcion de unién al DNA que controlan la proliferacién,
diferenciacion y apoptosis en distintos tipos celulares (Lux, Flammann, Hafner, & Lux, 2010; Relaix
et al., 2000), por lo que pudieran tener un papel importante en el estado de diferenciacion de las
NSCs. Esto coincide con resultados previos donde se muestra una elevada expresién de, por
ejemplo, Peg3 en NSCs (Hoffmann et al., 2014) consistente con que su deficiencia promueva la

reprogramacion celular (Jang et al., 2016; Theka et al., 2017).

Curiosamente, el cromosoma 7 ha mostrado alteraciones en gran parte de los genes
improntados alli localizados, como Igf2, que aumenta en las iPSCs, o /ns2, que disminuye, ambos
situados en el mismo cluster de impronta y que juegan un papel clave en la regulacion de la
funcién cerebral (Lehtinen et al.,, 2011; Ziegler et al., 2019). Otros genes localizados en el
cromosoma 7 como Magel2, Ndn, Snrpn, Phlda o Th y que estan implicados en desérdenes
genéticos también mostraron cambios de expresién en iPSCs respecto de las NSCs de origen.
Estos datos son consistentes con estudios previos que muestran pérdida de impronta gendmica
de Snrpn y Ndn durante la reprogramacién de células somaticas (M. J. Kim et al., 2013).
Curiosamente la mayoria de genes improntados en este cromosoma son de expresion paterna,
lo que podria sugerir efectos dominantes de la aportacion genética paterna en el proceso de
reprogramacion. El estudio identifica ademads a algunos de los genes improntados de otro cluster
improntado, el DIk1-Dio3, localizado en el cromosoma 12, con cambios significativos de su
expresion en iPSCs. Concretamente se ha observado un aumento de los genes Dio3 y Meg3,y una
disminucion del gen DIk1 previamente implicado en la funcién de las NSCs (Ferron et al., 2011).
Esto es consistente con trabajos previos que describen las frecuentes alteraciones en genes de
este cluster en las iPSCs como posible marcador del estado de pluripotencia (X. Li et al., 2019; Y.

Li & Sasaki, 2011).

Ademds, un 40% del total de genes improntados con cambios de expresién durante el
proceso de reprogramacion, revirtieron su expresion tras las rediferenciacion de las iPSCs-NSCs a
NPs, lo cual apoya la idea de que el proceso de impronta genémica es mas modulable de lo que
se pensaba originariamente. Entre los genes rescatados destacan otra vez Peg3, Peg10y Pegl2

cuya expresion disminuida en iPSCs vuelve a incrementarse tras la dfiferenciacion neural,
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sugiriendo nuevamente un papel crucial de estos genes en la funcién neural. Otros genes que
revirtieron sus niveles de expresion en NPs son Plagll, Cobl, Ins2, Rasgrfl y DIk1, este ultimo

reconocido también por su papel en el comportamiento de las NSCs (Ferron et al., 2011).

El elevado numero de alteraciones en la expresién de genes improntados, también
detectadas en otros estudios (M. J. Kim et al., 2013; X. Li et al., 2019; Takikawa et al., 2013),
sugieren que la regulacion epigenética por metilacion en las regiones de control de impronta
pueda estar alterada durante la desdiferenciacién de NSCs siendo la causante de los cambios de
expresion observados. La adquisicion de la metilacién en las ICRs ocurre en la linea germinal
durante la formacién de los gametos. Estos DMRs germinales pueden estar metilados tanto en el
cromosoma materno como en el paterno (Ferguson-Smith, 2011). Es interesante destacar que en
las ICRs maternas, que representan la mayoria de las ICRs, la DMR se localiza cerca de promotores,
mientras que las ICRs paternas se suelen encontrar en regiones intergénicas alejadas de los
promotores (Adalsteinsson & Ferguson-Smith, 2014; Messerschmidt, Knowles, & Solter, 2014;
Tucci et al., 2019). En los clusters de impronta gendmica también se encuentran DMRs somaticas
gue adquieren la metilacién tras la fertilizacion y que son dependientes de las DMRs germinales
para su establecimiento (Adalsteinsson & Ferguson-Smith, 2014). Estas sDMRs también pueden
estar metiladas paternal o maternalmente, pero este caso se encuentran Unicamente junto a
promotores. La metilacion diferencial tanto en las gDMRs como en las sSDMRs es la responsable

de la expresidn de los génes improntados dentro del cluster que regulan (Tucci et al., 2019).

Nuestros estudios de metilacion por pirosecuenciacion han mostrado una hipometilacion
global en las ICRs, tanto germinales como somaticas, en las iPSCs generadas a partir de NSCs
adultas, alteracién previamente descrita en el proceso de reprogramacion celular (Perrera &
Martello, 2019). Es relevante destacar que los cambios a nivel de metilacidon observados fueron
revertidos en algunos de los DMRs estudiados tras la rediferenciacién de las iPSCs en NPs.
Concretamente, las cuatro gDMRs metiladas paternalmente volvieron a los niveles de metilacién
de las NSCs tras la rediferenciacién, mientras que dicha reversion no se observé en las gDMRs
metiladas maternalmente, lo cual consistente con trabajos anteriores que ya sugieren una posible
regulacion diferente entre ambos tipos de DMRs durante el proceso de reprogramacién (Bar et
al., 2017; Perrera & Martello, 2019). De hecho, el fendmeno de pérdida de impronta gendmica
ocurre mas frecuentemente en los genes situados bajo la regulacién de DMRs paternalmente

metiladas (Bar et al., 2017; Perrera & Martello, 2019; Rugg-Gunn et al., 2007).

Cambios de los niveles de metilacién en las ICRs pueden conllevar a la pérdida del estado
de impronta gendmica en algunos o la totalidad de los genes que se regulan por esa ICR dentro

del cluster. Es decir, que genes que se expresan de forma monoalélica, pueden activar el alelo
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silenciado tras los cambios en metilacion de la DMR. Sin embargo, el analisis cruzado de los datos
de metilacién y de expresion génica durante el proceso de reprogramacion y re-diferenciacion
neural, ha mostrado una correlacién significativa Unicamente el gen DIk1, situado en el cluster
Dlk1-Dio3 que se regula por el IG-DMR. DIk1, como se ha mencionado anteriormente, es un caso
excepcional, dado que, a pesar de expresarse Unicamente por el alelo paterno en el cerebro,
muestra una pérdida de impronta gendmica especificamente en la poblacién de NSCs localizadas
en la SVZ, expresandose de forma bialélica (alelos materno y paterno) a partir del dia postnatal 7
(Ferronetal., 2011). Esta pérdida de impronta gendmica en NSCs va asociada a la hipermetilacion
de la IG-DMR en el alelo materno sin metilar (Ferron et al., 2011). Durante la reprogramacion de
las NSCs, DIk1 disminuye sus niveles de expresion significativamente, lo cual podria deberse a una
readquisicién del estado de impronta en las iPSCs generadas. Esto implicaria el silenciamiento de
nuevo de uno de los alelos y deberia estar mediado por la pérdida de metilacién en el IG-DMR.
En concordacia, la bajada de expresién de D/k1 observada en iPSCs coincide con la pérdida de
metilacion en la IG-DMR, aunque nuestros estudios de pirosecuenciacién no nos permiten
identificar el alelo que ha perdido la metilacién. Sin embargo, el estudio de impronta gendmica
del gen mediante la secuenciacién de SNPs en NSCs, iPSCs y NPS hibridos, confirma en primer
lugar la readquisicién del estado monoalélico del gen en iPSCs, estado que vuelve a perderse tras
la rediferenciacion a NPs. Curiosamente, en el caso de las iPSCs el alelo expresado es el materno
y el silenciamiento se produce en el paterno, situacién no observada previamente en el cerebro.
Es muy interesante destacar que el gen vecino Meg3, no altera su estado de impronta, a pesar
de haber cambios de metilacién en el IG-DMR que regula a todo el cluster, situacién ya observada
previamente en NSCs adultas (Ferron et al., 2011). Tampoco, se encuentra este tipo de regulacién
en otros dos genes improntados en placenta pero de expresion bialélica en las NSCs como Gnas
o Cobl. Porlo que los resultados de este primer objetivo sugieren que el estado epigenético que
regula la impronta gendmica en los distintos clisteres no es un proceso tan dindmico como
postuldbamos en un principio, y que pudiera haber una regulaciéon gen a gen que revela una
especificidad celular y génica de los efectos de la impronta gendmica. Ademds, nuestros
resultados identifican al gen DIk1 como un jugador crucial en los procesos de mantenimiento y

desdiferenciacion de la NSC adulta.

La reprogramacion inducida in vivo como un modelo eficiente de formacion de tumores cerebrales

La generacion experimental de tumores cerebrales in vivo en ratones, mediante
modificaciones genéticas puntuales, resulta dificil y requiere de la combinacion de diversas
mutaciones o del trasplante de células tumorales ya establecidas (Miyai et al., 2017; Sampetrean

& Saya, 2018). Sin embargo, se han desarrollado modelos de reprogramacion epigenética in vivo
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que resultan en la formacién de tumores en los distintos drganos del ratén (Abad et al., 2013;
Ohnishi et al., 2014). De la misma manera, el modelo utilizado en este trabajo ha permitido
detectar la formacion de tumores cerebrales con una eficiencia del 100% mediante la induccion
transitoria del transgén OSKM en células especificas. El modelo i4F-B, con el activador R26-rtTAy
el transgén OSKM situados en el mismo cromosoma (Abad et al.,, 2013), ha demostrado
recientemente que la reprogramacién ocurre también en el hipocampo adulto (Rodriguez-
Matellan et al., 2020). Los autores de este estudio observaron que el tratamiento con 2 mg/ml
de doxiciclina durante 12 dias, daba lugar a un aumento de expresion del gen pluripotente Nanog
y cambios en ciertas marcas epigenéticas en el hipocampo, mientras que no se observé en la
corteza cerebral de estos animales; sin embargo, no se reportd la presencia de tumores
(Rodriguez-Matellan et al., 2020). Aunqgue la SVZ no fue analizada en este estudio, este resultado
podria sugerir que las NSCs son mas susceptibles a la reprogramaciéon. No obstante, el
tratamiento con 0,2 mg/ml de doxiciclina durante 2,5 semanas, basado en el protocolo de Abad
M et al. 2013, no nos ha permitido detectar procesos de reprogramacion en el cerebro o la SVZ
o la aparicion de tumores en los cerebros de estos animales. El uso de una mayor concentracion
de antibidtico no ha sido posible debido a la alta mortalidad producida por el tratamiento. Sin
embargo, si se desarrollaron displasias hipertréficas en otros 6rganos, como ya habia sido
reportado previamente (Abad et al., 2013). Por tanto, este modelo de reprogramacion no resulto
ser eficiente para la formacion de tumores en cerebro. Por ello, se generd un modelo especifico
de formacién de tumores en cerebro, GFAP-rtTA;i4F, basado en el cruce del modelo de
reprogramacion i4F-A sin el activador transcripcional (Abad et al., 2013) con animales portadores
del rtTA bajo el promotor de Gfap. El modelo GFAP-rtTA;i4F ha permitido generar tumores
cerebrales en todos los animales tratados utilizando una mayor dosis de doxiciclina (1 mg/ml) que
en el modelo anterior, debido a la ausencia de reprogramacion en otros érganos. Ademas, la
duracion del tratamiento en este modelo también se extendid a 4 semanas, ya que en el trabajo
de Abad et al. demostraron que un tratamiento con una menor dosis pero mas prolongado era
mas eficiente en la formacion de tumores que dosis altas durante un tiempo menor (Abad et al.,

2013), y los animales se analizaron 4 semanas después del tratamiento.

Ademas, la reprogramacién in vivo de los animales GFAP-rtTA;i4F ha mostrado ser capaz
de formar tumores cerebrales con dos tipos de perfiles, los de fenotipo tipo teratomas que
expresan el marcador SSEA1, de gran masa celular y muy vascularizados, y los del tipo GBM que
contienen células que también expresan la proteina SSEA1 pero que ademads son Nestinay CD44
positivas. Sin embargo, no se han encontrado células Nanog positivas en ninguno de estos

tumores ni en el paréngquima cerebral. Desconocemos si la generacién de tumores de tipo neural
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en el cerebro de los animales GFAP-rtTA;i4F es debida al contexto celular en el que se expresan
el transgén, al nivel de expresién o a las especificidades del disefio experimental para el
tratamiento. La activacion de un casete tetracistronico similar en células que expresan Lgr5
conduce, inmediatamente tras la aplicacion de doxiciclina en estos ratones, a la aparicion de
células desdiferenciadas y displasicas en distintos érganos con importantes cambios epigenéticos.
Pero, si se analizan los riflones de estos animales tiempo después de la retirada del antibidtico se
observa la formacién de tumores de tipo Wilms, un cancer renal pediatrico (Ohnishi et al., 2014).
Ademas, las células reprogramadas, obtenidas tiempo después del tratamiento y trasplantadas
en ratones inmunocomprometidos, se diferencian a células renales normales (Ohnishi et al,,
2014). De la misma manera, el ensayo de formacién de tumores a partir de la inyeccidn de células
reprogramadas en ratones GFAP-rtTA;i4F en el flanco de ratones inmunocomprometidos no ha
mostrado capacidad tumorigénica por ahora, en contraposicion a las GBM-EGFR inyectadas en
paralelo como control positivo en el flanco contralateral. Esto podria proporcionar una
herramienta valiosa para realizar andlisis y manipulaciones para el estudio de las propiedades
tumorales, como el papel de la impronta gendmica en el cancer y otros cambios epigenéticos, en

ausencia y/o presencia de mutaciones iniciadoras.

El GBM es un glioma incurable y devastador por lo que multiples estudios tienen como
objetivo la identificacion de la célula de origen que sufre las mutaciones o alteraciones
moleculares que conducen a la formacion de este tipo de tumor. Varios estudios han sugerido
gue las NSCs en la SVZ adulta, tanto en ratén como en humano, pueden ser las células a partir de
las cuales se originan estos tumores (Alcantara Llaguno et al., 2009; Alcantara Llaguno et al., 2019;
J.H. Lee et al., 2018). Cabe destacar, ademas, que tal y como demostraron Alcantara Llaguno S
et al. 2019, el potencial de formacién de un GBM disminuye a medida que disminuye el potencial
de diferenciacién, siendo las NSCs las mas susceptibles a la transformacién maligna (Alcantara
Llaguno et al.,, 2019). Precisamente, el andlisis de células aisladas a partir de animales
reprogramados in vivo en cultivo podria indicar que sus NSCs se encontrasen en un estado
intermedio de la transformacion maligna al presentar niveles elevados de Oct4, Cd133, Sox2, Egfr
y Olig2, apoyando la idea de la NSC como la célula de origen del GBM (Alcantara Llaguno et al,,
2019; Chesler et al., 2012; Jacques et al.,, 2010). Mas concretamente, algunos autores han
sugerido a la NSC en su estado quiescente como la célula responsable del origen y el
mantenimiento del GBM (Tejero et al., 2019). De hecho, se ha descrito la presencia de una
poblacion de divisién rapida y una poblacién relativamente quiescente también dentro del GBM,
siendo esta Ultima la responsable de la recurrencia del tumor tras el tratamiento con radioterapia

y quimioterapia (Chen et al., 2012; Deleyrolle et al., 2011; Tejero et al., 2019).
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La estrategia genética elegida para la reprogramacion cerebral podria potencialmente
iniciar dicho proceso en astrocitos maduros y en NSCs. A pesar de que todos los animales
inducidos generaron tumores, el nimero de estos no superd en ninguln caso los siete tumores
por animal, lo cual podria indicar que la poblacién celular capaz de formar estos tumores esta
representada en una menor proporcién en el cerebro, como es el caso de las NSCs adultas. Sin
embargo, hay que tener en cuenta también que el uso del promotor GFAP humano utilizado para
generar la cepa transactivadora se expresa a mayor nivel en NSCs adultas que en astrocitos (K.
Wang, Bekar, Furber, & Walz, 2004). En cualquier, algunos de los tumores tipo GBM encontrados
en los cerebros de los ratones GFAP-rtTA;i4F mostraron células cercanas a la SVZ que se
desplazaban agrupadas hacia el parénquima estriatal, donde se encontraba la masa tumoral
principal. Esto sugiere una posible migracion de las células desde el nicho neurogénico, como
observaron en el estudio de Lee HJ et al. 2018. Por ello, nos hemos planteado, como continuacién
de este trabajo, realizar estudios de trazado de destino celular para determinar el origen de los

tumores y su relacion con la diversidad encontrada, como se explica a continuacion.

Recientemente se han caracterizado las poblaciones de NSCs quiescentes, en sus estados
durmientes y primed (quiescentes pero preparadas para la activacion), y activadas en la SVZ
mediante secuenciacién de RNA a nivel de célula Unica y por aislamiento prospectivo mediante
citometria de flujo (Belenguer et al., 2020; Llorens-Bobadilla et al., 2015). La células quiescentes
son especificadas durante la etapa fetal, momento en el cual entran un estado de quiescencia
gue puede ser muy prolongado (Fuentealba et al., 2015; Furutachi et al., 2015). La ausencia de
divisiones en estas células puede ser utilizada experimentalmente para estudios de linaje con
plasmidos episomales introducidos mediante electroporacién en Utero que seran diluidos por la
mavyoria de células, pero no por las NSCs quiescentes ((Ortiz-Alvarez et al., 2019); resultados no
publicados). Por ello, y con el fin de investigar la posible implicacién de las NSCs quiescentes en
la formacién de tumores cerebrales, estamos llevando a cabo una estrategia de trazado de linaje
mediante la electroporacidon, en animales postnatales 2 (P2) de la cepa GFAP-rtTA;i4F, de un
vector PiggyBac con la proteina reportera GFP junto con la transposasa bajo el promotor de Glast,
gue también se activa en NSCs. Este vector contiene una secuencia STOP flanqueada por
secuencias loxP, de tal manera que en presencia de una recominasa CRE, la célula pasa a expresar
GFP de manera permanente. Por ello, junto con el vector PiggyBac y la transposasa, se
electropora un vector episomal que contiene la recombinasa bajo el promotor de NSCs Nestina,
pero inducible por tamoxifeno (Figura 1). Al tratarse de un vector episomal, la recombinasa
Unicamente estard presente en las NSCs quiescentes, mientras que las células activas que se van

produciendo diluirdn el vector en cada proceso de divisidén. A los dos meses de edad, estos
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animales serdn inyectados con tamoxifeno para inducir la expresion de la CRE, y 24 horas después

se iniciard el tratamiento con 1 mg/ml de doxiciclina durante 4 semanas tras las cuales se retirara

la doxiciclina. Si los tumores que se forman en estos animales proceden de NSCs quiescentes que

han iniciado el proceso de desdiferenciacion hacia pre-iPSCs y transformaciéon maligna en CSCs

hasta conformar el tumor, las masas celulares neopldsicas presentaran células positivas para GFP

(Figura 1). Estos experimentos se han iniciado ya en colaboracién con la Dra. Cristina Gil, del

Departamento de Biologia Celular, Biologia Funcional y Antropologia Fisica de la Universidad de

Valencia, experta en electroporacién en Utero y postnatal. Se ha iniciado ya el tratamiento con

doxiciclinay estamos a la espera de la formacion de tumores cerebrales para su andlisis junto con

inmunohistoquimica para la deteccién de la posible co-localizacién de células positivas para GFP

junto con los marcadores de GBM descritos.
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Figura 1. Estrategia de identificacion de la célula de origen del tumor cerebral. A) Los animales Gfap-rtTA;i4F
son electroporados a P2 en los ventriculos laterales con un vector episomal para la expresién inducible por
tamoxifeno de la recombinasa CRE bajo el control del promotor Nestina y con un vector integrativo
conteniendo la proteina GFP a expresar como resultado de la recombinacion. Junto con estos dos vectores
se electropora una transposasa bajo el control del promotor Glast. Los animales son inyectados con
tamoxifeno al cumplir 2 meses de edad. Un dia después a la inyeccidon de tamoxifeno se inicia el tratamiento
con 1 mg/ml de doxiciclina para la induccién de la reprogramacién durante 4 semanas. Si las células
responsables de la formacion del tumor eran las NSCs quiescentes (qNSCs), el tumor formado estard
compuesto de células verdes. B) Mediante esta estrategia, Unicamente las qNSCs retienen el vector
episomal y por tanto serdan GFP+, asi como las células que se formen a partir de las gNSCs tras la inyeccion
del tamoxifeno. Sila gNSC es la célula de origen del tumor, durante el proceso de reprogramacion, la gNSC
comenzara el proceso de desdiferenciaciéon hasta formar la CSC, que sera verde, asi como las células que
conformen el tumor producidas por estas CSCs.

Papel de la impronta genomica en la transformacion maligna de las NSCs adultas

Las alteraciones en la impronta gendmica y de la expresion de los genes improntados es
uno de los mecanismos mas comunes y tempranos en la formacion del cancer (Feinberg, 2007;
Jelinic & Shaw, 2007; J. Kim et al., 2015; Uribe-Lewis et al., 2011). Ademas alteraciones de los
niveles de DIk1, Snrpn o Igf2 y de las ICRs que controlan su expresién han sido previamente
descritas en cancer (Benetatos et al., 2010; Buccarelli et al., 2020; Xu et al., 2012). De hecho, los
pacientes afectados por sindromes de impronta gendmica presentan una mayor propension a
padecer tumores (Perrera & Martello, 2019; Uribe-Lewis et al., 2011), sugiriendo la implicacién
de este mecanismo en el desarrollo de la patologia. Por lo tanto, el estudio del papel de la
impronta gendmica en la transformacion maligna también en el SNC es una pieza clave en el

diagndstico y tratamiento de los tumores cerebrales.

El estudio de los datos de expresion de genes improntados obtenidos de distintas bases
de datos en GBM humano, ha mostrado alteraciones de hasta el 70% de los genes improntados
descritos hasta la fecha. Esto es consistente, con los estudios por qPCR que se han realizado en
esta tesis en muestras de GBM murino, en las que el 50% de los genes analizados mostraron
alteraciones de sus niveles de expresion. Este mismo estudio llevado a cabo en los tumores
sélidos de animales GFAP-rtTA;i4F también ha permitido detectar alteraciones en la expresion de
entre el 40 y 80% de los genes improntados dependiendo del tumor. Es interesante destacar que
este estudio también identifica dos grupos diferentes de tumores en funcién de su perfil de
expresion. Un grupo de tumores que muestran un aumento generalizado de la expresion de los
genes improntados analizados, y el otro grupo que sufren una disminucion masiva de dichos
genes. Esto coincide con la presencia de los dos fenotipos de tumores GBM y teratoma. Estos
resultados sugieren una vez mas un papel importante del proceso epigenético de impronta
gendmica en la formacién y el comportamiento del cancer cerebral. Ademads, se sabe que la
metilacion del DNA es un mecanismo de regulacion clave en el proceso del cancer en el cerebro

(Capper et al., 2018), por lo que alteraciones en los patrones de metilacion de las regiones de
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control de impronta son también esperables. De hecho, la hipermetilacion de las ICRs ha sido
observada en células cancerosas (Sharma, Kelly, & Jones, 2010). Por lo tanto queda pendiente, la
realizacion de un estudio exhaustivo del perfil de metilacién en los dos tipos de tumores

generados en el modelo reprogramable GFAP-rtTA;i4F.

La enzima TET3 participa en la regulacion de la expresion de genes improntados de manera
dependiente de la metilacion.

Los estudios de las bases de datos de tumores humanos de Rembrant en GLIOVIS,
muestran una menor expresion de TET3 en los gliomas en general, y en el GBM en particular,
siendo los niveles altos de TET3 coincidentes con una mayor supervivencia de los pacientes
(Rembrant, 2006). Ademas, diversos estudios han mostrado una disminucion de TET3 en otros
tipos de cancer como los hematoldgicos o los carcinomas de células escamosas de cabeza y cuello
(Misawa et al., 2018; Rasmussen & Helin, 2016), por lo que la represion de TET3 podria ser un
mecanismo general del cdncer. Estudios por gPCR han confirmado la disminucion de la expresion
de TET3 también en GBM murino. Esta dioxigenasa es la enzima implicada en el proceso de
desmetilacién activa del DNA y resulta esencial en el mantenimiento del estado indiferenciado
de la NSCs adultas (Carella et al., 2020; Montalban-Loro et al., 2019), lo cual ha sugerido un

posible mecanismo implicado en la transformacién maligna también en el SNC.

La sobre-expresion de Tet3 en la linea murina GBM-EGFR causa un efecto negativo en el
crecimiento de las células tumorales, disminuyendo tanto la capacidad de formar clones como su
tasa de proliferacidn, coincidente con estudios recientes que proponen a TET3 como una proteina
inhibidora de la proliferacion del GBM (Carella et al., 2020; Cui et al., 2016). Estos efectos parecen
ser dependientes de hidroximetilacion ya que la sobre-expresion de células GBM-EGFR con la
variante de TET3 que tiene el dominio catalitico mutado, no muestra estos efectos celulares en
los cultivos. En contraposicidn, otro estudio actual describe la hidroximetilacién mediada por
TET3 como critica para el mantenimiento de las GSCs (Herrmann et al., 2020), y no como una
molécula anti-tumoral como indican nuestros datos. Ademas los ensayos de transplantes de
células que sobre-expresan TET3 en ratones inmunodeprimidos, confirman los efectos de

represiéon del tumor que tiene TET3 también in vivo.

El estudio de expresion de genes improntados en células GBM-EGR ha mostrado que
aproximadamente el 50% de los genes improntados cambian su expresion respecto a las NSCs de
origen. Ademas la sobre-expresién de Tet3 en estas células revierte parcialmente los cambios de
expresion en GBM, lo cual sugiere un papel de TET3 en la transformacién maligna de las NSCs.
Por ejemplo, la expresion de Igf2 estd aumentada en el GBM respecto a las NSCs, lo cual es

coincidente con el papel de IGF2 en la proliferacién del tumor y la supervivencia de los pacientes
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con glioma (Gallagher & LeRoith, 2010; Livingstone, 2013; Plass & Soloway, 2002). Ademas, un
aumento en los niveles de Tet3 en células GBM-EGFR causa una disminucién de los niveles de
expresion de Igf2, efecto que ha mostrado ser dependiente de la actividad catalitica de la enzima
TET3. También la enzima parece regular de manera dependiente de la metilacion del DNA, la
expresion de genes como DIk1 y Snrpn. Otros genes como Peg3 y Pegl10 ven aumentados sus
niveles tras la sobreexpresion del Tet3, pero en estos casos la accién de la enzima no depende de

su accion catalitica.

Ademas de la accidn catalitica bien descrita de TET3, la unién preferencial de las proteinas
TET a promotores libres de metilacion y moléculas reclutadoras de la maquinaria de transcripciéon
como es el complejo represivo PRC2, sugieren una funcion potencial adicional e independiente
de su accién catalitica. Esta posibilidad se ve apoyada por la demostracién de que formas no
cataliticas de TET son capaces de rescatar el fenotipo proliferativo en células deficientes para Tet2
(Montagner et al, 2017). Ademas la sobre-expresion de un mutante de Tetl inactivo
cataliticamente en el hipocampo de ratdn resulta en el aumento de la expresion de genes
asociados a memoria y aprendizaje (Kaas et al., 2013). Es importante mencionar también que ya
se han descrito acciones transcripcionales de TET3 sobre genes improntados en NSCS
(Montalban-Loro et al., 2019). Por lo tanto, estos resultados, plantean una interesante accion
dual de TET3 sobre la expresidn de genes improntados, mediante la cual se podria combinar la
regulacion dependiente del estado metilado de las regiones de control de impronta, con un

control independiente de esa metilaciéon y que pudiera ser transcripcional.
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Tabla 1. Comparativa de expresién de genes improntados. Comparativa entre iPSCs, GBM humano, la linea
murina GBM-EGFR, 13 tumores de ratones reprogramados GFAP-rtTA;i4F, y las lineas celulares obtenidas
de los cerebros de estos animales, en relacion a la expresiéon de genes improntados. El aumento de
expresion se ha indicado en verde, mientras que la disminucion se muestra en naranja. Aquellos genes cuya
expresion no varia se han indicado en gris. Las iPSCs, las células GMB-EGFR y GFAP-rtTA;i4F se han
comparado con respecto a NSCs adultas de la SVZ. Los datos de GBM humano y de tumores GFAP-rtTA;i4F
se han comparado con respecto a tejido no tumoral. Los datos de GBM humano se han obtenido de la base
de datos de Gill de la plataforma GlioVis. La marca * hace referencia a resultados de la base de datos de
Rembrant.
Observaciones finales

Dado que la impronta gendmica parece ser clave tanto en el proceso de reprogramacion
inducida como en la formacién de tumores cerebrales, este proceso epigenético podria ser la
pieza inicial que permitiese la transformacion de las NSCs a un estado mas indiferenciado que las
llevara a formar iPSCs o GSCs. De hecho, algunos de los genes improntados analizados, tales como
Peg3, Peg10, Peg12, Igf2, Snrpn o DIk1, han mostrado la misma tendencia tanto en el proceso de
reprogramacion inducida como en el cancer, por lo que estos podrian participar en el inicio de la
desdiferenciacion de las NSCs (Tabla 1), y por tanto ser Utiles, como posibles herramientas en el
diagndstico precoz de los tumores cerebrales. Curiosamente, los niveles de metilacion fueron

contrarios entre el proceso de reprogramacién inducida y el cancer. Las iPSCs presentaron una

hipometilacién generalizada en las regiones reguladoras de impronta, mientras que en las células
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de GBM, mostraron una hipermetilacion global, por lo que los cambios en las marcas de
metilacion podrian determinar el tipo de tumor que se forma. Por tanto, la metilacién en DMRs
de las regiones de control de impronta, y la alteracion en la expresion de genes improntados que
se comportan de forma contraria en iPSCs y GBM, podrian ser los implicados en determinar el

tipo de tumor a generarse.
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The expression of imprinted genes is significantly altered during pluripotency
acquisition by cultured adult NSCs, suggesting a relevant role of genomic imprinting in

the regulation of their cellular reprogramming.

Reprogramming of adult NSCs into iPSCs produces hypomethylation at the imprinting
control regions, which is reverted during iPSCs differentiation into NPs only in the
paternally methylated gDMRs, showing divergent mechanisms of regulation in maternally

and paternally methylated DMRs.

The imprinting state of DIk1, lost in NSCs, is restored in iPSCs and lost again after their
differentiation into NPs, suggesting a plastic mechanism of genomic imprinting

regulation.

In vivo cellular reprogramming by OSKM induced expression in brain cells of the astrocytic
lineage, leads to the generation of heterogeneous cerebral tumors, with molecular

features of either teratomas or GBM.

Human and murine GBM cells have alterations in the expression of imprinted genes and
hypermethylation at the DMRs of imprinting control regions, suggesting an important

role of this epigenetic mechanism in the cancer phenotype.

TET3 expression is significantly downregulated in human and murine GBM, and high
levels of this gene are associated with survival of the patients suggesting a role of TET3

enzyme in the pathology.

Overexpression of Tet3 reduces GBM proliferation in a demethylation-dependent

manner, repressing tumor formation in vivo.

TET3 regulates the expression of imprinted genes in GBM. This regulation is exerted

through the dioxygenase activity in the case of Zdbf2, Igf2 and Meg3.
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INTRODUCTION

From zygote to adult stem cell

The formation of an organism begins with the zygote, a totipotent cell capable of generating
the rest of embryonic and extra-embryonic structures. This differentiation potential is lost during
development. In the blastocyst stage, the cells of the inner mass (ICM) are able to form cells of
the three germ layers, but not of the extra-embryonic ones, becoming pluripotent cells. In the
adult organism, this pluripotent capacity disappears. However, there are discrete populations of
cells located in different tissues with the capacity for self-renewal and differentiation towards a
certain restricted lineages (multipotent), called adult stem cells. These cells are essential to

maintain tissue homeostasis through cell supply or repair in case of damage.

Neural stem cells and adult neurogenesis

The adult stem cells located in the brain are known as neural stem cells (NSCs) and represent
a reservoir of multipotent cells. Adult NSCs are responsible for the generation of new neurons
throughout the life of the organism, process known as neurogenesis. This complex and tightly
regulated process is restricted to two brain regions in adult mammals, the subventricular zone
(SVZ) in the lateral wall of the ventricles, and the subgranular zone (SGZ) in the dentate gyrus of
the hippocampus. The SVZ corresponds to the most active neurogenic niche in rodents, and
contains stem cells called B1 cells, which when activated, generate rapidly amplifying progenitor
cells or type C cells, which in turn, produce type A cells or neuroblasts. These neuroblasts migrate
through the rostral migratory stream (RMS) until they reach the olfactory bulbs (OBs) where they
integrate and differentiate into interneurons. In the SGZ, stem cells known as radial or type | cells
form type Il progenitors, which in turn generate neuroblasts or type lll cells. These neuroblasts
migrate to the granular layer of the dentate gyrus and differentiate into granule cells, which are

integrated into neuronal circuits.

Due to the lack of defining markers of NSCs, the main knowledge about these cells has been
possible thanks to their in vitro culture. However, in recent years, detection and isolation
strategies have been developed using a combination of several markers present in the different

cell subpopulations by flow cytometry.

Epigenetic regulation of adult neurogenesis

Adult neurogenesis is a dynamic process involving intrinsic and extrinsic factors. The
epigenetic mechanisms regulating NSCs activity include modifications that affect gene expression

without altering the nucleotide sequence. DNA methylation is one of the most common
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epigenetic mechanisms for regulating gene expression and involves the activity of enzymes that
incorporate the methyl group, DNA methyltransferases (DNMTs), and enzymes responsible for
the active demethylation of DNA, deoxygenases TET. Precisely, TET3 enzyme is the only member
of the family that maintains its levels of expression in the adult, and its function has been shown
to be essential in the regulation of adult NSCs. DNA methylation plays an important role in many

physiological and pathological processes.
Genomic imprinting and the regulation of gene dose

Genomic imprinting is an epigenetic mechanism responsible for the mono-allelic expression
of a discrete number of genes, called imprinted genes. This process is regulated by methylation
in specific regions of DNA called the imprinting control region (ICR) containing the differentially
methylated regions (DMRs) of the maternal and paternal allele. Imprinted genes are usually found
in clusters which are regulated by a common DMR. ICRs can be methylated on the maternally
inherited chromosome or methylated on the paternal chromosome, defining the expression
pattern of imprinted alleles. Deletion of ICRs leads to the loss of imprinting (LOI) in the genes
located within the cluster and is associated with imprinting syndromes such as Prader-Willi or
Angelman syndrome, but also the cancer; most of them involving neurological disorders due to

the role of these genes in the brain.

Genomic imprinting is established in the gametes and must be maintained during the
development of the organism to ensure the epigenetic marks that determine the parental origin
of each allele. However, this process can be selectively "switch off" in a non-pathological way in
certain cell types or specific moments of development to allow the expression of the silenced
allele. Precisely, this fine and striking gene dose regulation mechanism has been observed in adult
NSCs. The imprinted gene DIkl presents biallelic expression in postnatal NSCs, being necessary
for the correct function of the adult neurogenesis. The niche factor IGF2 is also expressed in a
biallelic-manner in the choroid plexuses, vasculature and meninges, being crucial for the
homeostasis of the adult NSCs of the SVZ. However, the NSCs from SGZ maintain the paternal
expression of Igf2. These examples show the importance of the regulation of genomic imprinting

in the adult NSCs.

Cellular reprogramming and acquisition of a pluripotent state

The specialized adult cells can be reprogrammed to a previous undifferentiated state
equivalent to the cells of ICM, becoming into induced pluripotent stem cells (iPSCs), acquiring the
capacities of self-renewal and differentiation potential, characteristics of stem cells.

Reprogramming involves changes in gene expression, increasing pluripotent genes and
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decreasing the specific genes of the somatic cell lineage. Other epigenetic alterations during
reprogramming include the reactivation of the inactive X chromosome in female cells,
hypomethylation of DNA or silencing of exogenous genes. Moreover, variable events of loss of
imprinting (LOI) have been described during iPSCs generation, being considered by some authors
as a marker of pluripotency. Specifically, the paternally methylated locus Dik1-Dio3, regulated by
levels of methylation in IG-DMR, is frequently altered in iPSCs. Interestingly, paternally

methylated DMRs appear to be more affected by LOI than maternally methylated ones.

The induction of cell reprogramming has been carried out by different mechanisms, both viral
and non-viral, capable of integrating into the genome or temporarily maintained. The transgenic
organisms that carry the OSKM cassette coding the four transcriptional factors Oct4, Sox2, Klf4
and c-Myc, is one of the most used strategies to the study of the reprogramming process in vitro

and in vivo.

Brain cancer: cancer stem cell theory

Undertanding the origin of cancer continues to be a priority aspect in the investigation of this
pathology. Cancer stem cells (CSCs), responsible for the formation and maintenance of cancer, as
well as resistance to treatments, have been described in many types of cancer. Due to the
multitude of characteristics shared between adult stem cells and these pathological cells, various
studies have support the cancer stem cell theory. According to this theory, adult stem cells would

be responsible for the malignant transformation.

In the human brain there are different types of tumors. Glioblastoma (GBM) is the most
common and aggressive primary brain tumor, and it has been associated with several genetic and
epigenetic alterations. One of the most common alterations found in human GBM is the
amplification of the EGFR molecule, an activator of various signalling pathways including
proliferation, survival, migration, and tumorigenesis. For this reason, this alteration has been
associated with classic GBM. However, this tumor shows a high heterogeneity. Indeed, different
subtypes within the GBM are present. While the classic subtype is characterized by an increase
in EGFR, an increase in the OLIG2 is associated with a pro-neural and less aggressive phenotype.
The most aggressive subtype is the mesenchymal type, which is characterized by high levels of
CD44. However, these molecules, along with other GBM-associated markers, are not unique to
these pathological cells but are also present in NSCs, supporting the cancer stem cell theory. In
fact, the ability of adult NSCs from SVZ to form GBMs in different regions of the brain has been
demonstrated in various studies. Furthermore, this capacity decreases as the potential for

differentiation decreases, suggesting that NSCs transform more easily than their progenitors.
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Multiple genes have been related to GBM, however, alterations in promoter methylation
levels is the main epigenetic mark that occurs during malignant transformation. Human GBM
shows a decrease in the epigenetic mark 5hmC levels, coinciding with a decrease in the TET3
enzyme, which is involved in the conversion of the 5mC group into 5hmC. Increasing this enzyme
has shown to inhibit the proliferation of GBM cells. Different strategies have been used to
understand this cancer. However, it is difficult to generate models that form these tumors
efficiently, therefore, various mutations are usually required. One of the most used model are
the xenotransplants or allografts. Nevertheless, this methodology does not allow to address one

of the most interesting aspects of GBM, the origin.

The imprinted genes are susceptible to mutations that can lead to tumor formation due to
their mono-allelic expression and their involvement in the regulation of growth and metabolism.
Patients affected by genomic imprinting syndromes are more susceptible to developing tumors,
revealing a possible role of this epigenetic mechanism in cancer formation. Precisely, the LOI is
one of the most common and early events in this pathology. LOI at the IGF2-H19 locus in Wilms
tumor have been the best characterized association between imprinting and cancer, although

alterations in various imprinted genes have been described.

OBJETIVES

The discovery of CSCs in tumors with similarities to adult stem cells promoted the cancer
stem cell theory, which argues that malignant transformation occurs in these tissue stem cells
through genetic and epigenetic alterations. In the brain, understanding the mechanisms involved
in the maintenance of NSCs and the relationship with malignant transformation is essential to
develop useful tools for the diagnosis and treatment of brain tumors. Precisely, the alteration of
the epigenetic mechanism of genomic imprinting is one of the most common and earliest events
in cancer. Therefore, the main objective of this thesis is to identify the role of genomic imprinting
and its epigenetic regulation in the activity of adult NSCs, and its implication in the development

of brain tumors.

The specific goals proposed in this thesis are:

1. To study genomicimprinting and its epigenetic regulation in adult NSCs from SVZ.
2. To study genomic imprinting and its epigenetic regulation in glioblastoma.
3. To study the role of TET3 enzyme in the regulation of genomic imprinting during

malignant transformation.
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MATERIAL AND METHODS

1. Experimental animals

The animals used in this thesis as well as the experimental procedures have been approved
by the ethics committee of the Universitat of Valencia. In this work, different murine strains have
been used: i4F (OSKM transgene), GFAP-rtTA (transcriptional activator under the Gfap promoter),
C57BL6 (wild strain), CAST/EiJ (wild strain used for the generation of hybrid animals) and the Nude
strain (immunosuppressed). The experiments were carried out in animals between 2-4 months
of age, with the exception of MEFs, obtained from E14.5 embryos, and the electroporation in

postnatal animals (P2).
2. Cell cultures

The reprogramming studies have been performed in i4F-B animals, carrying the rtTA and the
inducible by doxycycline transgene OSKM. The i4F-B MEFs, obtained from the disintegration with
trypsin/EDTA of E14.5 embryos, and adult NSCs have been used to reprogram. Adult NSCs were
obtained from dissection and culture by isolating the SVZ and subsequent disintegration with
papain. The cells were seeded to allow growth in the form of neurospheres and disaggregated

again with Acutase® to expand them in well stablished conditions.

The GBM line, GBM-EGFR, were obtained from Dra. Pilar Sdnchez Gémez. This line was
generated by overexpression of Egfrin p16 and p19 deficient adult NSCs and subsequent injection
into immuncompromised mice. For the expansion, the cells were disaggregated with Accumax™

and cultured again in their corresponding medium.
3. Reprogramming with doxycycline treatment in vitro

Reprogramming of i4F-B MEFs was based on the treatment with 1 pg/ml of doxycycline in the
KsR medium with LIF. The appearance of cells with pluripotent characteristics, detected by the
presence of the SSEA1 marker, was indicative of the reprogramming process. The SSEA1+ cells
were isolated and cultured in the absence of doxycycline for complete reprogramming in iPSCs.
Regarding the reprogramming of adult NSCs, the primary cultures of adult NSCs from
reprogrammable adult mice were treated with 1 ug / ml of doxycycline in the medium of NSCs.
After the appearance of SSES1 + clonal aggregates, the cells were cultured in ES medium with LIF,
in the presence of doxycycline. Finally, cells were cultured in 2i selective medium with LIF, initially
in the presence of doxycycline which was finally removed to allow complete reprogramming to

iPSCs.
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4. Characterization of iPSCs

The characterization of the iPSCs was performed by detecting markers associated with
pluripotency as well as testing the capacity of generate multiple embryonic linages. The alkaline
phosphatase activity was performed after fixing the cells with cold methanol and subsequent
staining with Naphthol phosphate, Dimethylformamide and Fast Red Salt in the Tris-HCI buffer.
The ability to form embryonic bodies was made by the hanging drop and floating method. Both
strategies were based on culturing the iPSCs at low density in the presence of serum. The
reactivation of the X chromosome was carried out by analyzing the expression of Xist and Tsix
genes, involved in this process. The expression of Pgk1, located on the X chromosome, was also
analyzed. In order to verify whether the reprogramming had led to chromosomal aberrations, a
karyotype study of the iPSCs was carried out by means of inhibition of cell division, subsequent
hypotonic shock and fixation with Cold carnoy. The chromosomes were contrasted with Giemsa
staining and the number of chromosomes per metaphase was quantified. The differentiation of
iPSCs to neuroprogenitors (NPs) was based on the formation of embryo bodies and subsequent

treatment with retinoic acid (RA) for 4 days.

5. Reprogramming with doxycycline treatment in vivo

In vivo reprogramming was performed using two models based on the expression of the
OSKM transgene; a first model, i4F-B, of systemic reprogramming due to the presence of the
transcriptional activator rtTA at the Rosa26 locus. The second model, GFAP-rtTA;i4F, is based in
brain-specific reprogramming due to the presence of rtTA under the Gfap promoter. For the
induction of OSKM expression, both models were treated with doxycycline in water sweetened
with 7.5% sucrose. However, the treatment in the i4F-B model was 2.5 weeks with 0.2 mg/ml

doxycycline, while the GFAP-rtTA;i4F animals were treated for 4 weeks with 1 mg/ml.

Obtaining tumor cells from GFAP-rtTA;i4F animals treated with doxycycline to induce
reprogramming in vivo was carried out by disintegrating the brain of these animals with trypsin

and subsequent culturing in GBM medium.
6. Characterization of GBM line

GBM-EGFR line was nucleofected with the piggyBAC transposase system of the control
vector, the Tet3 FL vector and the Tet3 FL CDmut vector with the Mouse Neural Stem Cell
NucleofectorTM kit, following the manufacturer’s instructions. Subsequent selection of
nucleofected cells was performed with blasticidin treatment after 48h of nucleofection. For cell

cycle analysis, the nucleofected GBM cells GMB©"™® GMB™3 and GMB'™3 @Mt \ere
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disaggregated to obtain a suspension of single cells that were stained using BD CycletestTM Plus
DNA Kit, allowing the analysis of the cell cycle phases by propidium iodide staining. The
percentages of cells in each phase of the cell cycle were determined by flow cytometry with
FACSVerse. For the tumorespheres assay, the GBM cells were disrupted and seeded at low

density, 2500 cells in p96 wells with GBM medium.

The number of tumorspheres formed was counted manually using an inverted phase contrast
microscope. The detection of cells in S phase of the cell cycle was made by incorporation of the
thymidine analog EdU (5-ethynyl-2'-deoxyuridine) and subsequent revealed. For that, adhered
cells were incubated for 1 hour in the presence of 10 uM EdU and subsequently fixed with 4%
paraforlmadehyde (PFA) for 15 minutes at room temperature. After fixation, permeabilization
was performed with 0.5% Triton® X-100 for 20 minutes at room temperature. Finally, the EdU

was revealed. The percentage of EdU+ cells was estimated from the number of total cells.

The adhesion capacity of GBM lines was measured by an in vitro assay in the presence of
fibroblasts that overexpress the adhesion molecule N-Cadherin (NC-929). A total of 1x10° GBM
cells, manually disaggregated, were labeled with CellTraceTM Oregon GreenTM 488 Carboxylic
Acid Diacetate, Succinimidyl Ester fluorophore for 8 minutes at 37°C, and protected from light.
Later, a total of 6500 cells were seeded on NC-929 fibroblasts. The cell co-cultures were incubated
for 40 minutes to allow adhesion of the GBM cells. Finally, the cells were fixed with 2% PFA for
15 minutes at room temperature and staining with DAPI. The number of GBM cells adhered to
the fibroblast monolayer was estimated wusing the script “Cell Adhesion”
(https://github.com/paucabar/cell_adhesion_assay), implemented as an Image) macro available
through the Fiji update site "NeuroMol Lab", obtaining the number of GBM cells adhered per

mm? to the NC-929 fibroblast monolayer.

The study of the role of Tet3 in the angiogenesis capacity was performed by analysing the
proliferation of human endothelial cells HUVEC after being co-cultured with GBM cells. For this,
10,000 GBM<rel GMBTé and GBM'ét3 DMt cells were seeded on semipermeable transwells.
After 48 hours of medium conditioning, an EdU pulse was performed for 1 hour on the HUVEC
cells. Subsequently, the GBM cells were removed and the HUVECs were fixed with 2% PFA for 15

minutes at room temperature. The Ki67 molecule was also detected.

7. Study of the ability to form tumors

To study the tumor capacity of the cells, 1.5x10° cells/200 pl of iPSCs or 2x10° cells/200 pl of
GBM and GFAP-rtTA;i4F cells were injected in Nude mice. The cells were resuspended in PBS

supplemented with 30% Matrigel and injected subcutaneously in the dorso-lateral area of the
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caudal region on each side of the animal. When the tumors reached 1.5-2 cm in diameter, the
animals were sacrificed and the tumors were removed for analysis. The staining and detection of
molecular markers in 10 um thick sections of tumors was done by inclusion in paraffin and
paraffin microtome after having been fixed with Carnoy. For staining, samples were incubated

with Hematoxylin for 9-10 minutes and eosin for another 9-10 minutes.
8. Insitu detection of proteins

Protein detection by immunohistochemistry (IHC) and immunocytochemistry (ICC) was based
on incubation with a blocking solution composed of 0.2% Triton-100, 1% glycine, and 10% serum
in PBS of fixed samples during 1 hour at room temperature. The samples were then incubated
with the primary antibodies overnight at 4 °C and shaking. The next day, the samples were washed
and incubated with the secondary antibody for 1 hour with shaking and at room temperature.

Finally, DAPI was added to stain the nuclei.

For the detection of membrane markers by flow cytometry, cells were resuspended in 100 pl
of the flow cytometry blocking buffer containing the fluorophore-conjugated primary antibodies.
The incubation with these antibodies was carried out at 4 °C for 30 minutes. Cells were washed
and DAPI was added to exclude dead cells in the analysis. The analysis was performed using an

LSR-Fortessa cytometer.
9. RNA extraction and gene expression analysis

RNA extraction in tissues and in cell cultures was performed by using the RNeasy Mini Kit
including a DNA digestion using the enzyme DNAse. RNA was quantified using a
spectrophotometer and 1 ug of RNA was retrotranscribed into complementary DNA (cDNA) using
RevertAid H Minus First Strand cDNA Synthesis Kit. Gene expression analysis was carried out by
real-time PCR, using 4 ng of cDNA and specific TagMan™ probes for each gene or SYBR-green
primers. The expression levels of each gene were obtained by relative quantification (ACt) using
the expression of the Gapdh and 18S genes as endogenous controls. In the case of SYBR-green
probes, a standard curve was made with serial dilutions from a mixture of cDNA generated from

each sample.
10. Study of genomic imprinting state

The DNA sequences of the imprinted genes of interest were obtained from the NCBI Web Site
database. For the identification of SNPs between the subspecies, primers were designed for the
amplification of the region of cDNA of interest in the brain of C57/BL6 mice and CAST/EiJ mice of

two months of age. To determine the allele-specific expression of the imprinted genes, the
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regions containing the SNP for the gene studied were amplified by PCR using specific primers

from cDNA of hybrid animals. Subsequently, the purified PCR products were sequenced.
11. Study of DNA methylation in imprinting control regions

DNA was obtained by extraction solution at 55 °C overnight. Next, 1 ml of phenol was added
at pH 8 and the samples were shaken for 15-30 minutes and subsequently centrifuged at 13,000
rpm for 30 minutes. Then, 1 ml of phenol:chloroform (1:1) equilibrated was added to the aqueous
phase. Samples were shaken and centrifuged again, and the aqueous phase was transferred to
new tubes and 1 ml of chloroform was added. Finally, 200 ul of 10M NH;CH3CO, was added. The
samples were gently shaken and 2 ml of absolute ethanol was added. They were left shaking
overnight at 4°C. The DNA pellets were incubated with 70% ethanol, inverting the tube several
times, and centrifuged. Finally, 200 pl of water was added immediately thereafter and incubated

at 55°C for 1 hour.

The analysis of the methylation levels at the DMRs of the ICRs was done by pyrosequencing.
To do this, bisulfite conversion of DNA was previously made, after which the region of interest
was amplified by PCR. The determination of the percentage of methylation at specific loci was
calculated as 222 x 100%, where AACt = (CTrarget - CTReference) ShOWS - (CTrarget - CTreference)

completely methylated DNA.

RESULTS

1. Reprogramming of NSCs to iPSCs in vitro is associated with changes in the expression

and epigenetic state of imprinted genes

Reprogramming of adult NSCs carrying the doxycycline-inducible OSKM transgene began in
the absence of LIF, appearing SSEA1+ cells, called pre-iPSCs, which finished reprogramming
efficiently in the 2i/LIF selective medium in the absence of doxycycline after 20-30 days from the
start of treatment. The acquisition of the pluripotent state was verified with an increase in the
expression of the Oct4, Nanog and Rex1 genes, a decrease in neural genes, and the silencing of
the transgene. The reprogrammed cells also showed the capacity of forming cell from the three
germ layers in vitro and in vivo. In addition, iPSCs, which did not suffer chromosomal aberrations,
did reactivate the silenced X chromosome in cells from female animals. These iPSCs were also

capable of differentiating again to the neural phenotype in presence of serum and retinoic acid.

Cellular reprogramming to an undifferentiated pluripotent state also showed alterations of
genomic imprinting. The expression analysis of the imprinted genes in the iPSCs showed a high

percentage (84.62%) of genes altered compared to the NSCs of origin. Around 40% of these genes
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reverted when they were differentiated again to neuroprogenitors (NPs). In the analysis of
methylation levels at the DMRs/ICRs, a generalized hypomethylation was observed in the iPSCs
that only reverted in paternally methylated gDMRs when iPSCs were differentiated into NPs.
However, most of the alterations in the expression of the imprinted genes were not explicable
with the changes in the methylation levels at DMRs in the ICRs. Only DIk1 showed coincident
expression and methylation changes in both iPSCs and NPs. D/k1 is an imprinted gene that loses
this imprinting state in postnatal NSCs, physiologically. Precisely, the reprogramming of the NSCs
led to the acquisition of the imprinting state that was lost again when iPSCs were differentiated

again into NPs.

2. Genomic imprinting is altered during reprogramming and tumor formation in vive

The expression of the imprinted genes was analysed in human GBMs and non-tumor samples.
This analysis showed more than 70% of genes affected, most of them, with a decrease in their
expression. Furthermore, the expression profile of the imprinted genes showed to be sufficient
to identify GBM cells from non-tumor cell types such as oligodendrocytes. Moreover, this study
also allowed to distinguish between cell subtypes within GBM. However, it was not able to
segregate the adult NSCs y GBM cells, indicating a common gene profile between both

populations.

To study the role of genomic imprinting during the acquisition of the cancer phenotype in the
brain, a model of tumor formation based on cell reprogramming was used. First, the
reprogramming was performed in the previously used i4F-B model; however, it was not efficient
for the formation of tumors in the brain. Therefore, the model used in this study was based on
the reprogramming of GFAP+ cells (NSCs and astrocytes). This protocol allowed the generation of
brain tumors in the 100% of the animals, expressing GBM markers such as CD44, SSEA1 or Nestin,

among others. These tumors showed alterations in several imprinted genes.

In order to compare the alterations in the expression of imprinted genes in the tumors of
reprogrammed animals with those that occur in GBM, the murine cell model GBM-EGFR was
used. This cell line also presented alterations in the expression of the 50% of the imprinted genes,

of which only Peg3 and Snrpn coincided with the changes in methylation in their regulatory DMRs.

3. Study of the role of TET3 in the regulation of genomic imprinting during malignant

transformation

TET family enzymes are involved in the active demethylation of DNA through the oxidation of

the 5-methylcytosine (5mC) group in 5-hydroxymethylcytosine (5hmC). Precisely, the expression
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of TET3 was decreased both in GBM patients and in the murine GMB-EGFR line. Therefore, the

role of this enzyme in the regulation of methylation levels in ICRs and the expression of imprinted

genes in GBM was analyzed. Overexpression of this enzyme reduced the proliferation of GBM-

EGFR cells, inhibiting their ability to form tumors in vivo, in a dioxygenase-dependent manner.

Furthermore, this increased expression of Tet3 led to the alteration of more than 50% of the

imprinted genes. This effect of TET3 showed to be dependent on methylation processes in Zdbf2,

Igf2 and Meg3 genes. However, only Igf2 expression changes coincided with the regulatory DMR

methylation changes.

CONCLUSIONS

1.

The expression of imprinted genes is significantly altered during pluripotency
acquisition by cultured adult NSCs, suggesting a relevant role of genomic imprinting in

the regulation of their cellular reprogramming.

Reprogramming of adult NSCs into iPSCs produces hypomethylation at the imprinting
control regions, which is reverted during iPSCs differentiation into NPs only in the
paternally methylated gDMRs, showing divergent mechanisms of regulation in maternally

and paternally methylated DMRs.

The imprinting state of D/k1, lost in NSCs, is restored in iPSCs and lost again after their
differentiation into NPs, suggesting a plastic mechanism of genomic imprinting

regulation.

In vivo cellular reprogramming by OSKM induced expression in brain cells of the astrocytic
lineage, leads to the generation of heterogeneous cerebral tumors, with molecular

features of either teratomas or GBM.

Human and murine GBM cells have alterations in the expression of imprinted genes and
hypermethylation at the DMRs of imprinting control regions, suggesting an important

role of this epigenetic mechanism in the cancer phenotype.

TET3 expression is significantly downregulated in human and murine GBM, and high
levels of this gene are associated with survival of the patients suggesting a role of TET3

enzyme in the pathology.

Overexpression of Tet3 reduces GBM proliferation in a demethylation-dependent

manner, repressing tumor formation in vivo.
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8. TET3 regulates the expression of imprinted genes in GBM. This regulation is exerted

through the dioxygenase activity in the case of Zdbf2, Igf2 and Meg3.
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INTRODUCCION

Del zigoto a la célula madre adulta

La formacién de un organismo se inicia con la aparicion del zigoto, una célula totipotente
capaz de formar el resto de estructuras embrionarias y extraembrionarias. Este potencial de
diferenciacion se va perdiendo durante el desarrollo, de manera que en el estadio de blastocisto,
las células de la masa interna (ICM) son capaces de formar células de las tres capas germinales,
pero no de las extraembrionarias, pasando a ser células pluripotentes. En el organismo adulto,
esta capacidad pluripotente desaparece; sin embargo, existen poblaciones discretas de células
situadas en los diferentes tejidos con capacidad de auto-renovacién y diferenciacion hacia un
determinado linaje o multipotentes, lamadas células madre adultas. Estas células son esenciales
para mantener la homeostasis del tejido mediante el aporte celular o la reparacion en caso de

dafio.

Células madre neurales y neurogénesis adulta

Las células madre adultas situadas en el cerebro son conocidas como células madre neurales
(NSCs) y suponen un reservorio de células multipotentes responsables de la formacién de nuevas
neuronasalo largo de la vida del organismo, proceso conocido como neurogénesis. Este complejo
y estrechamente regulado proceso queda restringido a dos regiones cerebrales en los mamiferos
adultos, la zona subventricular (SVZ) en la pared lateral de los ventriculos, y la zona subgranular
(SGZ) en el giro dentado del hipocampo. La SVZ se corresponde con el nicho neurogénico mas
activo en los roedores, y contiene célula madre llamadas células B1, que al activarse, generan
células progenitoras de amplificacién rapida o células tipo C, que a su vez, producen células tipo
A o neuroblastos, que migran a través de la via rostral migratoria (RMS) hasta alcanzar los bulbos
olfativos (OBs) donde se integran y diferencian en interneuronas. En la SGZ, las células madre
conocidas como células radiales o tipo |, forman progenitores de tipo I, que a su vez, generan
neuroblastos o células tipo lll. Estos neuroblastos migran a la capa granular del giro dentado y se
diferencian en células granulares, que se integran en los circuitos neuronales. Debido a la falta de
marcadores definitorios de las células madre neurales, los principales conocimientos sobre estas
células han sido posibles gracias a su cultivo in vitro. Sin embargo, en los Ultimos afios, se han
desarrollado estrategias de deteccidn y aislamiento de estas células gracias a la identificacion de
combinaciones de marcadores presentes en las diferentes subpoblaciones celulares mediante

citometria de flujo.
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Regulacion epigenética de la neurogénesis adulta

La neurogénesis adulta en ambos nichos es un proceso dindamico que se encuentra altamente
regulado por factores intrinsecos y extrinsecos. Los mecanismos epigenéticos que regulan la
actividad de las NSCs implican modificaciones que afectan a la expresion génica sin alterar la
secuencia de nucledtidos. La metilacion del DNA se trata de uno de los mecanismos mas comunes
de regulacién de la expresién génica e implica la actividad de enzimas que incorporan el grupo
metilo, las DNA metiltransferasas (DNMTs), y enzimas encargadas de la desmetilacién activa del
DNA, las deoxigenasas TET. Precisamente la enzima TET3 es el Unico miembro de la familia que
mantiene sus niveles de expresién en el organismo adulto, y su funciéon ha demostrado ser clave

en la regulacion de las NSCs adultas.

La metilacién del DNA participa de forma esencial en multitud de procesos tanto fisioldgicos

como patoldgicos.
Impronta genémica y regulacién de la dosis génica

La impronta gendmica es el mecanismo epigenético responsable de la expresion monoalélica
de algunos genes, los genes improntados. Este proceso es regulado por metilacidén en regiones
concretas del DNA llamadas region de control de impronta (ICR) donde se sitlan las regiones
diferencialmente metiladas (DMRs) del alelo materno y paterno, y que permite regular de forma
conjunta diversos genes improntados debido a que éstos se encuentran generalmente agrupados
en “clusters”. Las ICRs pueden estar metiladas en el cromosoma heredado maternalmente o
metiladas en el cromosoma paterno, definiendo el patron de expresién de los alelos improntados.
La delecién de estas regiones reguladoras conlleva la pérdida de impronta genémica (LOI) en los

|II

genes situados en el “cluster”, y esta asociada a diversos sindromes de impronta como el
sindrome de Prader-Willis o de Angelman, o también al cancer; la mayor parte de ellos afectando
al desarrollo y al sistema nervioso central debido a la implicacion de estos genes en el desarrollo

del embriony en el cerebro adulto.

La impronta gendmica es establecida en los gametos y debe ser mantenida durante el
desarrollo del organismo para asegurar las marcas epigenéticas que determinan el origen
parental de cada alelo. Sin embargo, este proceso puede ser selectivamente “apagado” de forma
no patoldgica en ciertos tipos celulares y/o momentos concretos del desarrolla para permitir la
expresion del alelo silenciado. Este fino y llamativo mecanismo de regulacién de la dosis génica
ha sido observado precisamente en las NSCs adultas, en las que la expresién del gen improntado
de expresion paterna DIk, presenta expresidn bialélica en las NSCs postnatales de la SVZ, siendo

clave para el correcto funcionamiento del proceso de neurogénesis. También el factor de nicho
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IGF2 se expresa de forma bialélica en los plexos coroideos, vasculatura y meninges, siendo
necesario para la homeostasis de las NSCs de la SVZ; mientras que las NSCs procedentes de la SGZ
mantienen de forma improntada el gen de expresion paterna Igf2. Estos ejemplos, muestran
como la expresion de los genes improntados es especifica y clave en el mantenimiento de las

NSCs adultas.

Reprogramacion celular y adquisicién de un estado pluripotente

Las células adultas especializadas pueden ser reprogramadas a un estado previo
indiferenciado equivalente a las células de la masa interna del blastocito, las célula madre
pluripotentes inducidas (iPSCs), adquiriendo las capacidades de auto-renovacion y potencial de
diferenciacién, caracteristicas de las células madre. La adquisicion del estado pluripotente implica
cambios de expresion génica, aumentando aquellos genes relacionados con el proceso de
indiferenciacion, y disminuyendo los genes especificos del linaje de la célula somatica; asi como
alteraciones epigenéticas incluyendo la reactivacion del cromosoma X inactivo en las células
procedentes de hembras, hipometilacién del DNA o silenciamiento de los genes exdgenos.
Ademas, el proceso de reprogramacion inducida a iPSCs se caracteriza por eventos variables de
pérdida de impronta (LOI), considerandose por algunos autores como un marcador de
pluripotencia. En concreto, el locus paternalmente metilado D/k1-Dio3, regulado por los niveles
de metilacion en IG-DMR, se encuentra frecuentemente alterado en las iPSCs. Curiosamente, las
DMRs metiladas paternalmente parecen estar mas afectadas por la pérdida de impronta que las

metiladas maternalmente.

La induccién de la reprogramacion celular se ha llevado a cabo mediante diferentes
mecanismos, tanto virales como no virales capaces de integrarse en el genoma o mantenidos de
forma transitoria. Los organismos transgénicos portadores del casete OSKM que codifica para los
cuatro factores transcripcionales Oct4, Sox2, KIf4 y c-Myc, es una de la estrategias mas utilizadas

y que ha permitido el estudio del proceso de reprogramacion en el animal vivo.

Cancer cerebral: teoria de la célula madre cancerosa

Elestudio sobre el origen del cancer continlda siendo un aspecto prioritario en la investigacion
de esta patologia. Se han descrito en numerosos tipos de cadncer la presencia de células con
caracteristicas de célula madre llamadas células madre cancerosas (CSCs), responsables de la
formacién y el mantenimiento del cancer, asi como la resistencia a tratamientos. Debido a la
multitud de caracteristicas compartidas entre las células madre de tejido y estas células
patoldgicas, diversos estudios han situado el origen de las CSCs en la transformacién maligna de

las células madre de tejido.
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Cancer en cerebro

En el cerebro humano existen diferentes tipos de tumores que difieren en el origen celular y
la parte del cerebro afectada, siendo el glioblastoma (GBM) el tumor primario cerebral mas
comun y agresivo. Se han descrito numerosas alteraciones genéticas y epigenéticas implicadas
en el GBM. Una de las alteraciones mds comunmente encontradas en los pacientes de
glioblastoma es la amplificacion de la molécula EGFR, un activador de diversas vias de sefializacién
gue incluyen proliferacién, supervivencia, migracion y tumorigénesis. Por ello, esta alteracion ha

sido asociada al glioblastoma de tipo clasico.

Los glioblastomas presentan una alta heterogeneidad, ejemplo de ello es la presencia de
diferentes subtipos dentro del GBM. Mientras que el subtipo clasico se caracteriza por elaumento
de EGFR, un aumento de la molécula OLIG2 se asocia a un fenotipo pro-neural y menos agresivo.
El subtipo mds agresivo es el de tipo mesenquimal, el cual contiene elevados niveles de CD44. Sin
embargo, estas moléculas, junto con otros marcadores asociados al GBM, no son exclusivas de
estas células patoldgicas sino que también estan presentes en las NSCs. Hecho que refuerza la
idea de la NSC como célula de origen del GBM. Si bien, diversos genes han sido relacionados con
esta patologia, las alteraciones en los niveles de metilacion de los promotores es la principal
marca epigenética que sucede durante la transformacién maligna. Precisamente, las muestras de
pacientes de glioblastoma muestran una disminucion en los niveles de la marca epigenética
5hmC, coincidente con una disminucion de la enzima TET3, implicada en la conversién del grupo
5mC en 5hmC. El aumento de esta enzima ha demostrado inhibir la proliferacion de las células

de glioblastoma.

Con el fin de estudiar los distintos factores implicados en el origen y mantenimiento del GBM,
se han desarrollado diferentes estrategias. Sin embargo, resulta complicado generar modelo que
formen estos tumores de forma eficiente, por ello, diversas mutaciones suelen ser requeridas.
Una de las estrategias mads utilizadas es el uso de xenotransplantes o alotransplantes. Sin
embargo, esta metodologia no permite abordar uno de los aspectos mas interesantes del
glioblastoma, su origen. Las células madre del glioma o GSCs comparten muchas caracteristicas
con las NSCs adultas, hecho que apoya la teoria de las NSCs como las células de origen en este
tumor. De hecho, la capacidad de las NSCs adultas de la SVZ de formar glioblastomas en diferentes
regiones del cerebro ha sido demostrada en diversos estudios. Ademds, dicha capacidad
disminuye a medida que disminuye el potencial de diferenciacion, sugiriendo que las NSCs se

transforman mas facilmente que sus progenitores.
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Los genes improntados son susceptibles a las mutaciones que pueden ocasionar la formacion
de tumores debido a su expresién monoalélica y a su implicacion en la regulacién del crecimiento
y el metabolismo. Los pacientes afectados por sindromes de impronta gendmica presentan una
mayor susceptibilidad a desarrollar tumores, revelando la implicacién de este mecanismo
epigenético en el cancer. Precisamente, la pérdida de impronta gendmica es uno de los eventos
mas comunes y tempranos en esta patologia, siendo la LOI en el locus IGF2-H19 en el tumor de
Wilms la asociacion entre impronta y cancer mejor caracterizada; si bien, alteraciones en diversos

genes improntados han sido descritas.

OBIJETIVOS

El descubrimiento de células madre cancerosas (CSCs) en los tumores con semejanzas a
las células madre de tejido promovieron la teoria de la célula madre cancerosa, que defiende que
la transformacion maligna ocurriria en estas célula madre de tejido a través de alteraciones
genéticas y/o epigenéticas. En el cerebro, entender los mecanismos implicados en el
mantenimiento de las NSCs y la relacién con la transformacion maligna es clave para el desarrollo
de herramientas de diagndstico y tratamiento de los tumores cerebrales. Precisamente, la
alteracion del mecanismo epigenético de impronta gendmica es uno de los eventos mas comunes
y tempranos en el cancer. Por ello, el principal objetivo de esta tesis es identificar el papel de la
impronta gendmica y su regulacion epigenética en la actividad de las NSCs adultas, y su

implicacion en el desarrollo de tumores cerebrales.

Los objetivos especificos propuestos en esta Tesis son:

4. Estudio del proceso de impronta gendmica y su regulacidon epigenética en células madre

neurales adultas (NSCs).

5. Estudio del proceso de impronta gendmica y su regulacion epigenética en el

glioblastoma.

6. Estudio del papel de la enzima TET3 en la regulacion de la impronta genémica durante la

transformacion maligna.
MATERIAL Y METODOS

1. Animales experimentales

Los animales utilizados en esta tesis asi como los procedimientos experimentales han sido
aprobados por el comité de ética de la Universitat de Valéncia. En este trabajo se han utilizado
diferentes cepas murinas: i4F (portador del transgen OSKM), GFAP-rtTA (portador del activador

transcripcional bajo el promotor de Gfap), C57BL6 (cepa salvaje), CAST/Ei (cepa salvaje utilizada
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para la generacion de animales hibridos) y la cepa Nude (cepa inmunodeprimida). Los
experimentos se llevaron a cabo en animales de entre 2-4 meses de edad generalmente, a
excepcién de los MEFs obtenidos de embriones E14,5 y la electroporacion en animales

postnatales (P2).
2. Cultivos celulares

Los estudios de reprogramacién llevados a cabo en este trabajo se han realizado con animales
portadores el activador transcripcional rtTA y del transgén OSKM inducible por doxiciclina. De
estos animales se han utilizado MEFs, obtenidos a partir de la disgregacion con tripsina/EDTA de
embriones de E14,5. En el caso de la obtencion de NSCs adultas reprogramables procedentes de
la SVZ, la diseccién y el cultivo se hicieron mediante aislamiento de la SVZ y posterior disgregacion
con papaina. Las células fueron sembradas para permitir el crecimiento en forma de neuroesferas

y disgregadas nuevamente con Acutasa® para expandirlas.

Las lineas de glioblastoma (GBM) murino, GBM-EGFR, fueron obtenidas del laboratorio de la
Dra. Pilar Sdnchez Gémez. Estas lineas fueron generadas a partir de la sobre-expresion de Egfr en
NSCs adultas deficientes en p16 y p19 y posterior inyeccion en ratones inmuncomprometidos.
Para su expansion, las células fueron disgregadas con Accumax™ vy cultivadas de nuevo en su

medio correspondiente.
3. Reprogramacién in vitro mediante el tratamiento con doxiciclina

La reprogramacion de los MEFs de ratones portadores del transgen OSKM se basé en el
tratamiento con 1 pg/ml de doxiciclina en el medio KsR con LIF. La aparicién de células con
caracteristicas pluripotentes, detectadas por la presencia del marcador SSEA1, fue indicativo del
proceso de reprogramacion. Estas células SSEA1+ fueron aisladas y cultivadas en ausencia de
doxiciclina para la reprogramacion completa en iPSCs. En cuanto a la reprogramacion de las NSCs
adultas, los cultivos primarios de NSCs de la SVZ procedente de ratones adultos reprogramables
fueron tratados con 1 pg/ml de doxiciclina en el medio de NSCs. Tras la aparicion de agregados
clonales SSES1+, las células fueron cultivas en medio ES con LIF, en presencia de doxiciclina.
Finalmente, las células fueron cultivadas en medio selectivo 2i con LIF, inicialmente en presencia

de doxiciclina que finalmente fue retirada para permitir la reprogramacion completa a iPSCs.
4. Caracterizaciéon de las iPSCs

La caracterizacion de las iPSCs se realizd mediante la deteccion de marcadores asociados a
pluripotencia asi como el testado de dicha capacidad. La actividad fosfatasa alcalina se realizo

tras la fijacion de las células con metanol frio y posterior tincion con fosfato de Naftol,
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Dimetilformamida vy Fast Red Salt en el tampdn Tris-HCl. La capacidad de formar cuerpos
embriodies se hizo por el método de la gota colgante y de flotacion. Ambas estrategias se basaron
en el cultivo de las iPSCs a baja densidad en presencia de suero. La reactivacion del cromosoma
X se realizé mediante el analisis de expresidn de los genes Xist y Tsix, implicados en este proceso.
También se analizé la expresidon de Pgkl, situado en el cromosoma X. Con el fin de comprobar si
la reprogramacién habia dado lugar a aberraciones cromosdmicas se realizd6 un estudio del
cariotipo de las iPSCs mediante inhibicidn de la divisidon celular, posterior choque hipoténico y
fijacién con Carnoy frio. Los cromosomas se contrastaron con la tincion Giemsa y el nimero de

cromosomas por metafase fue cuantificado.

La diferenciacion de las iPSCs a neuroprogenitores (NPs) se basé en la formacion de cuerpos
embriodes y posterior tratamiento con acido retinoico (AR) durante 4 dias, tras los cuales se

analizaron las caracteristicas neurales de las células.
5. Reprogramacién in vivo mediante el tratamiento con doxiciclina

La reprogramacion in vivo se llevé a cabo utilizando dos modelos basados en la expresion del
transgén OSKM; un primer modelo, i4F-B, de reprogramacion sistémica debido a la presencia del
activador transcripcional rtTA en locus Rosa26, y un segundo modelo, GFAP-rtTA;i4F, de
reprogramacion especifico de cerebro debido a la presencia del rtTA bajo el promotor de Gfap.
Para la induccién de la expresion de OSKM, ambos modelos fueron tratados con doxiciclina en
agua edulcorada con 7,5% de sacarosa. Sin embargo, el tratamiento en el modelo i4F-B se baso
en 2,5 semanas con 0,2 mg/ml de doxiciclina, mientras que los animales GFAP-rtTA;i4F fueron

tratados durante 4 semanas con 1 mg/ml.

La obtencion de células tumorales de animales GFAP-rtTA;i4F tratados con doxiciclina para
inducir la reprogramacion in vivo, se realizé mediante la disgregacion con tripsina del cerebro de

estos animales y posterior cultivo en medio de GBM.
6. Caracterizacion de las lineas de GBM

La sobre-expresién de Tet3 en la linea GBM-EGFR se realizd6 mediante nucleofeccién con el
sistema piggyBAC transposasa del vector control, el vector Tet3 y el vector Tet3 CDmut con el kit
Mouse Neural Stem Cell Nucleofector™. La posterior seleccion de las células nucleofectadas se
realizd con el tratamiento con blasticidina. Para el analisis de ciclo celular, estas células fueron
disgregadas para obtener una suspensién de células individuales que fueron tefiidas utilizando
BD Cycletest™ Plus DNA Kit, permitiendo el analisis de las fases del ciclo celular mediante tincién

con yoduro de propidio. Los porcentajes de células en cada fase del ciclo celular fueron
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determinados mediante citometria de flujo con FACSVerse. La deteccidon de células en fase S del
ciclo celular también se realiz6 mediante incorporacion del anadlogo de timidina EdU (5-etinil-2’-
deoxiuridina) y posterior revelado. Para ello, las células adheridas fueron incubadas durante 1
hora en presencia de EdU 10 uM vy posteriormente fijadas con paraforlmadehido (PFA) al 4%
durante 15 minutos a temperatura ambiente. Tras la fijacion, se realizd la permeabilizacion con
0,5% de Triton® X-100 durante 20 minutos a temperatura ambiente. Finalmente, se llevd a cabo
el revelado de la EdU. El porcentaje de células EdU positivas fue estimado a partir del nimero de

células totales.

En el ensayo de formacién de tumoresferas, las células fueron disgregadas y sembradas a
baja densidad, 2500 células en pocillos p96. El nimero de tumoresferas formadas fue contado

manualmente utilizando un microscopio invertido de contraste de fases.

La capacidad de adhesion de las lineas GBM que sobre-expresan el gen Tet3 fue medida
mediante un ensayo in vitro en presencia de fibroblastos modificados para la sobre-expresion de
la molécula de adhesién N-Cadherina (NC-929). Un total de 1x10° células de células de GBM,
disgregadas manualmente, fueron marcadas con el fluoréforo CellTrace™ Oregon Green™ 488
Carboxylic Acid Diacetate, Succinimidyl Ester durante 8 minutos en el bafio a 37 °C y protegidas
de la luz. Tras lo cual, se sembraron un total de 6500 células sobre fibroblastos NC-929. Los co-
cultivos de células fueron incubados durante 40 minutos para permitir la adhesion de las células
de GBM. Finalmente, se realizd la fijacion de las células con PFA al 2% durante 15 minutos a
temperatura ambiente y tincion con DAPI. El nUmero de células de GBM adheridas a la monocapa
de fibroblastos fue estimado mediante el script “Cell Adhesion”

(https://github.com/paucabar/cell adhesion assay), implementado como una

macroinstruccion de Imagel disponible a través del lugar de actualizacion de Fiji “NeuroMol Lab”,
obteniéndose el nimero de células de GBM adheridas por mm? a la monocapa de fibroblastos

NC-929.

El estudio del papel de Tet3 en la capacidad de angiogénesis se realizd mediante el analisis
de la proliferacion de células endoteliales humanas HUVEC tras el co-cultivo con células de GBM.
Para ello, se sembraron 10.000 células GBM®@" GMB'™? y GBM'™? Mt sobre transwells
semipermeables. Tras 48 horas de condicionamiento del medio, se realizd un pulso de EdU
durante 1 hora sobre las HUVEC. Posteriormente, las células de GBM fueron retiradas y las HUVEC
fueron fijadas con PFA 2% durante 15 minutos a temperatura ambiente. También se detectd la

molécula Ki67.
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7. Estudio de la capacidad de formaciéon de tumores

El estudio de la capacidad tumoral de las células, se realizd una inyeccién de 1,5x10°
células/200 pl de iPSCs 0 2x10° células/200 ul de GBM vy células GFAP-rtTA;i4F en ratones Nude.
Las células fueron resuspendidas en PBS suplementado con 30% de Matrigel y se inyectaron
subcutdneamente en el area dorso-lateral de la region caudal a cada lado del animal. Cuando los
tumores alcanzaron un tamafio de entre 1,5-2 cm, los animales fueron sacrificados y los tumores
fueron extraidos para su andlisis. La tincion y deteccién de marcadores moleculares en cortes de
10 um de grosor de tumores se hizo mediante la inclusion en parafina y microtomo de parafina
tras haber sido fijados con Carnoy. Para la tincidn, se realizd la coloracion con Hematoxilina férrica

o de Gill durante 9-10 minutos y eosina durante otros 9-10 minutos.
8. Deteccion in situ de proteinas

La deteccidn de proteinas mediante inmunohistoquimica (IHC) e inmunocitoquimica (ICC) se
basé en la incubacién con una solucion de blogqueo compuesta por 0,2% de Triton-100, 1% de
glicina, y 10% suero en PBS de muestras fijadas durante una hora en agitacion y a temperatura
ambiente. A continuacion, las muestras fueron incubadas con los anticuerpos primarios durante
toda la noche a 4 °Cy en agitacién. Al dia siguiente, las muestras fueron lavadas e incubadas con
el anticuerpo secundario durante 1 hora en agitacion y a temperatura ambiente. Finalmente, se

afiadié DAPI para contratefiir los nucleos.

Para la deteccién de marcadores de membrana por citometria de flujo, las células fueron
resuspendidas en 100 upl del tampdn de bloqueo de citometria de flujo que contenia los
anticuerpos primarios conjugados con fluordforos. La incubacion con dichos anticuerpos se
realizé a 4 °C durante 30 minutos, tras lo cual, las células se lavaron y se le afiadié DAPI para la
exclusion de las células muertas en el andlisis. Dicho andlisis se realizd utilizando un citémetro

LSR-Fortessa.
9. Extraccion de RNA y analisis de expresion génica

La extraccién de RNA en tejidos y en cultivos celulares fue realizada mediante el Kit RNeasy
Mini incluyendo una digestién de DNA mediante la enzima DNAsa. El RNA fue cuantificado
mediante un espectofotdmetro y se realizd la retrotranscripcion de 1 ug de RNA en DNA
complementario (cDNA) usando RevertAid H Minus First Strand cDNA Synthesis Kit. El analisis de
expresion génica fue llevado a cabo mediante PCR a tiempo real, usando 4 ng del cDNA y sondas
TagMan™ especificas para cada gen o sondas SYBR-green. Los niveles de expresién de cada gen

fueron obtenidos mediante cuantificacion relativa (ACt) usando la expresion de los genes Gapdh
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y 18S como controles enddgenos. En el caso de las sondas SYBR-green se realizd curva estandar

con diluciones seriadas a partir de una mezcla de cDNA generada a partir de cada muestra.
10. Estudio del estado de impronta genémico

Las secuencias de DNA de los genes improntados de interés fueron obtenidas de la base de
datos NCBI Web Site. Para la identificacién de los SNPs entre las subespecies se disefiaron
cebadores para la amplificacién de la region de cDNA de interés en cerebro de ratones C57/BL6
y ratones CAST/Ei) de dos meses de edad. Para determinar la expresion alelo-especifica de los
genes improntados se amplificaron las regiones que contenian el SNP para el gen estudiado
mediante PCR utilizando sondas especificas a partir de cDNA de animales hibridos.

Posteriormente se procedid a la secuenciacion de los productos de PCR purificados.
11. Estudio de la metilacién del DNA en regiones de control de impronta

La obtencidn de DNA fue realizada mediante solucion de extraccién a 55°C durante toda la
noche. A continuacion, se afiadid 1 ml de fenol a pH 8 y las muestras fueron agitadas durante 15-
30 minutos y posteriormente centrifugadas a 13.000 rpm durante 30 minutos. Se afiadié 1 ml de
fenol:cloroformo (1:1) equilibrado a la fase acuosa. Se agitaron y centrifugaron de nuevo, y la fase
acuosa se transfirid a nuevos tubos y se afiadid 1 ml de cloroformo. Finalmente, se afiadié 200 pl
de NH,CHsCO, a 10M. Las muestras fueron agitadas suavemente y se les afiadié 2 ml de etanol
absoluto. Se dejaron en agitacién durante toda la noche a 4 °C. Los pellets de DNA se incubaron
con etanol al 70%, invirtiendo el tubo varias veces y se centrifugaron. Se afiadieron 200 pl de agua

inmediatamente después y se incubd a 55°C durante 1 hora.

El andlisis de los niveles de metilacién en las DMR de las ICRs se hizo mediante
pirosecuenciacion. Para ello, previamente se llevd a cabo la conversion bisulfitica del DNA, tras lo
cual, se amplificod por PCR la region de interés. La determinacion del porcentaje de metilacién en
locus especificos fue calculado como 2#c«x 100%, donde AACt = (CTrarget — CTRreference)Muestra —

(CTrarget — CTreference) DNA completamente metilado.

RESULTADOS

1. Lareprogramacién de NSCs a iPSCs in vitro se asocia con cambios en la expresién y el estado

epigenético de genes improntados

La reprogramacion de NSCs adultas portadoras del transgén OSKM inducible por doxiciclina
se inicié en ausencia de LIF, apareciendo células SSEA1 positivas, pre-iPSCs, que terminaron de
reprogramarse eficientemente en el medio selectivo 2i/LIF en ausencia de doxiciclina tras 20-30

dias desde el inicio del tratamiento. La adquisicién del estado pluripotente fue comprobada con
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el aumento de la expresion de los genes Oct4, Nanog y Rex1, una disminucién de genes neurales,
y el silenciamiento del transgén. También mediante la capacidad de formacién de células de las
tres capas germinales in vitro e in vivo. Ademas, las iPSCs, que no sufrieron aberraciones
cromosoémicas, si reactivaron el cromosoma X silenciado en las células procedentes de animales
hembra. Estas iPSCs ademas, eran capaces de diferenciarse nuevamente al fenotipo neural al ser

cultivadas en medio con suero y acido retinoico.

La reprogramacioén celular a un estado indiferenciado pluripotente también mostré cambios
en la impronta gendmica. El analisis de expresion de los genes improntados en las iPSCs mostré
un elevado porcentaje (84,62%) de genes alterados con respecto a las NSCs de origen, de los
cuales alrededor del 40% revirtieron al ser diferenciadas nuevamente a neuroprogenitores (NPs).
Al analizar la relacién de los niveles de metilacién en las DMRs en ICRs, se observd una
hipometilacién generalizada en las iPSCs que Unicamente revertia en los NPs de las gDMRs
paternalmente metiladas. Sin embargo, la mayor parte de alteraciones en la expresiéon de los
genes improntados no era explicable con los cambios en los niveles de metilacién. Unicamente
los genes Ins2 y DIk1, mostraron cambios en la expresidn y metilacién coincidentes tanto en iPSCs
como en NPs. DIkl es un gen improntado de expresidn paterna que pierde dicho estado de
impronta en las NSCs postnatales de forma fisiolégica. Precisamente, la reprogramacién de las
NSCs dio lugar a la adquisicion del estado de impronta que volvio a perderse al diferenciar las

iPSCs en NPs.

2. El proceso de impronta genémica sufre alteraciones durante la reprogramacién y formaciéon

de tumores in vivo

El andlisis de la expresion de muestras de GBM de pacientes con respecto a tejido no tumoral,
mostré mas del 70% de genes improntados afectados, la mayor parte de ellos, con una
disminucion en su expresion. Ademas, el perfil de expresidon de los genes improntados mostro ser
suficiente para identificar las células de GBM con respecto a tipos celulares no tumorales como
los oligodendrocitos e incluso, entre subtipos celulares dentro del propi GBM. Sin embargo, no
era capaz de agrupar de forma diferente estas poblaciones tumorales con respecto a las NSCs

adultas, indicando un perfil génico comuin entre ambas poblaciones.

Para estudiar el papel de la impronta gendmica durante la adquisicién del fenotipo canceroso
en cerebro, se utilizd un modelo de formacion de tumores basado en la reprogramacion de las
células. En primer lugar, se llevd a cabo dicha reprogramacion con el modelo anteriormente
utilizado i4F-B; sin embargo, no resulté ser eficiente para la formacién de tumores en cerebro.

Por ello, el modelo utilizado en este estudio se basé en la reprogramacién de las células GFAP
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positivas (NSCs y astrocitos). Esto permitid generar tumores cerebrales en el 100% de los
animales con marcadores asociados al GBM como CD44, SSEA1 o Nestina, entre otros. Estos

tumores mostraron alteraciones en gran parte de los genes improntados analizados.

Con el fin de comparar las alteraciones en la expresion de genes improntados detectadas en
los tumores de animales reprogramados con aquellas que ocurren en el GBM, se utilizd un
modelo celular murino de GBM basado en la sobre-expresién de Egfr en NSCs adultas de la SVZ
deficientes en pl16 y p19 (GBM-EGFR). Esta linea celular también presentd alteraciones en la
expresion del 50% de los genes improntados, de los cuales, Unicamente Peg3 vy Snrpn,

coincidieron con los cambios en metilacion en sus DMRs reguladoras.

3. Estudio del papel de la enzima TET3 en la regulacién de la impronta genémica durante la

transformacién maligna

Las enzimas de la familia TET estan implicadas en la desmetilacion activa del DNA a través de
la oxidacion del grupo 5-metilcitosina (5mC) en 5-hidroximetilcitosina (5hmC), por lo que podrian
estar implicadas en las alteraciones en la impronta gendmica observadas en el GBM.
Precisamente, la expresion de TET3 disminuye tanto en pacientes de GBM como en la linea
murina GMB-EGFR. Por ello, el papel de esta enzima en la regulacién de los niveles de metilacion
en ICRs y la expresion de los genes improntados en GBM fue analizada. La sobre-expresion de
esta enzima redujo la proliferacién de las células GBM-EGFR, inhibiendo su capacidad de formar
tumores in vivo, de manera dependiente de la actividad dioxigenasa. Ademas, este aumento de
expresion de Tet3 conllevd a la alteracidn de mas del 50% de los genes improntados, de los cuales
Zdbf2, Igf2 y Meg3 mostraron ser dependientes de procesos de metilacion. Sin embargo,
Unicamente los cambios de expresion de Igf2 coincidieron con los cambios en metilaciéon de la

DMR reguladora.

CONCLUSIONES

1. La expresiéon de los genes improntados se encuentra alterada en el proceso de
adquisicién del estado pluripotente a partir de NSCs adultas, indicando que la
impronta gendmica presenta un papel importante en la regulacion del proceso de

reprogramacion celular.

2. La reprogramacion de las NSCs a iPSCs produce hipometilacion de las DMRs en las
regiones de control de impronta, que se revierte en las gDMRs paternalmente

metiladas cuando las iPSCs son diferenciadas a NPs, indicando mecanismos
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divergentes entre la regulacién de las DMRs metiladas maternalmente vy

paternalmente.

El estado de impronta de D/k1 se recupera en las iPSCs y vuelve a perderse tras la
diferenciacion a NPs, mostrando ser un mecanismo plastico y dosis-dependiente en

la regulacién de las NSCs adultas.

El modelo de reprogramacioén celular in vivo mediante induccion del transgén OSKM
por doxiciclina de forma especifica en cerebro es capaz de generar tumores

cerebrales heterogéneos con marcadores asociados al GBM.

El GBM humano y murino presenta alteraciones en la expresién de genes
improntados e hipermetilacion en las DMRs de las regiones de control de impronta,
sugiriendo un papel importante de este mecanismo epigenético en el fenotipo

canceroso.

La expresién de TET3 disminuye de forma significativa en el GBM humano,
asociandose los niveles mds bajos con una menor supervivencia de los pacientes. La
expresion de este gen en el GBM murino también se encuentra disminuida. La

disminucion de la enzima TET3 sugiere un papel relevante de esta enzima en el GBM.

TET3 disminuye la proliferacion del GBM de forma dependiente a la metilacion,

reprimiendo la formacion de tumores in vivo.

TET3 regula la expresion de genes improntados en el GBM. Esta regulacidn la ejerce

a través de su actividad dioxigenasa en el caso de Zdbf2, Igf2 y Meg3.
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